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RESUME 
 
Ce travail porte sur la tétraspanine Co-029/Tspan8 et son rôle dans la progression tumorale dans le 
cancer du côlon. Les tétraspanines constituent une famille de glycoprotéines membranaires qui ont la 
propriété de s’associer directement à d’autres protéines membranaires pour former des complexes 
primaires. Ces complexes primaires s’assemblent ensuite pour former des complexes d’ordre 
secondaire réalisant ainsi une compartimentation membranaire, appelée « Tetraspanin Web » ou 
microdomaines enrichis en tétraspanines. De nombreuses études cliniques et expérimentales ont établi 
une corrélation entre le niveau d'expression de certaines tétraspanines et la progression tumorale, 
notamment la formation de métastases.  
L’objectif de ce travail était de faire avancer la compréhension du mécanisme par lequel la 
tétraspanine Co-029/Tspan8 peut moduler l’action d’autres molécules de surface comme des 
récepteurs de facteurs de croissance ou des molécules d’adhérence sur la migration cellulaire, 
nécessaire à l’invasion et au processus métastatique. Nous avons utilisé comme outils cellulaires, des 
lignées n’exprimant pas ou peu de Co-029/Tspan8 et les mêmes lignées transduites exprimant 
fortement cette tétraspanine.  Nous avons identifié de nombreux partenaires de Co-029/Tspan8 par co-
immunoprécipitation, pontage covalent et spectrométrie de masse (SM), en particulier EGFR, CD44 et 
ECE1.  
L’EGFR dans les cellules inhibe la migration cellulaire seulement quand Co-029/Tspan8 est exprimé, 
ce qui a été démontré par l’inhibition d’expression par ARN interférence ou l’utilisation des 
inhibiteurs de l’EGFR comme AG-1478 ou le Cetuximab. Cet effet est supprimé soit par la double 
inhibition d’EGFR et Co-029/Tspan8 ou par traitement simultané avec l’anticorps anti-Co029. Nous 
avons observé, d’une part une nette augmentation de l’association d’EGFR aux complexes à 
tétraspanines en présence de Co-029/Tspan8 et, d’autre part une augmentation de la phosphorylation 
d’EGFR (pEGFR) suggérant un mécanisme possible impliquant la signalisation de ce récepteur.  
Nous avons également observé que l’effet de CD44 sur la migration de cellules isolées est dépendante 
de Co-029/Tspan8. Comme de nombreux types de tumeurs, ainsi que leurs métastases expriment des 
niveaux élevés de variants de CD44 tels que le cancer gastro-intestinal ou le cancer du sein, nous 
avons étudié les isoformes de CD44 associées au Co-029/Tspan8. Nous avons retrouvé les peptides 
des exons variables v8-v10 de CD44 par immunoprécipitation de CD44 sur notre modèle cellulaire 
exprimant Co-029/Tspan8 après analyse en spectrométrie de masse. CD44 v8-v10 correspond à des 
produits des 3 derniers exons de la région variable de CD44. D’autre part, pour étudier si l'effet de 
CD44 pouvait être médié par une interaction avec EGFR, nous avons mesuré le niveau de pEGFR 
dans les cellules traitées par ARN interférence ciblant CD44. Nous avons observé qu’une réduction de 
l'expression de CD44 était accompagnée d’une réduction de 50% de pEGFR spécifiquement dans les 
cellules exprimant Co-029/Tspan8. 
Finalement, l’analyse des complexes à tétraspanines en spectrométrie de masse nous a permis de 
découvrir un nouveau partenaire de Co-029/Tspan8, l’enzyme de conversion de l’endothéline de type 
1 (ECE1). Il s’agit d’une une enzyme membranaire de la famille des métallopeptidases à Zn qui génère 
la forme active de l’endothéline. Il est exprimé dans différents types de cancer et est associé à un 
phénotype invasif. Sa présence dans les complexes à tétraspanines dépend de Co-029/Tspan8 et cette 
association augmente son activité de clivage de la Big-endothéline, précurseur de l’endothéline. Nous 
avons étudié la relation fonctionnelle entre Co-029/Tspan8 et ECE1 dans des tissus digestifs normaux 
en comparant des souris sauvages et des souris dont nous avons inactivé le gène Co-029/Tspan8. 
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SUMMARY 
 
This work deals with the tetraspanin Co-029/Tspan8 and its role in tumor progression in colon cancer. 
Tetraspanins are a family of glycoproteins that have the property to associate directly with other 
membrane proteins to form primary complexes. These primary complexes then assemble into 
secondary order complexes realizing a membrane compartmentalization, called "Tetraspanin Web " or 
Tetraspanins Enriched Microdomains. Numerous clinical and experimental studies have established a 
correlation between the expression level of certain tetraspanins and tumor progression, including 
metastasis. 
The objective of this work was to advance the understanding of the mechanism by which the 
tetraspanin Co-029/Tspan8 can modulate the action of other surface molecules such as receptors for 
growth factors or adhesion molecules on cell migration, required for invasion and metastasis. We use 
as cellular tools, lines expressing little or no Co-029/Tspan8 and the same transduced cell lines 
strongly expressing this tetraspanin. We have identified several partners for Co-029/Tspan8 by co-
immunoprecipitation, cross-linking and mass spectrometry (MS), particularly EGFR, CD44 and ECE1. 
EGFR expression in cells inhibits cell migration only when Co-029/Tspan8 is expressed, which was 
demonstrated by the inhibition of expression by RNA interference or the use of EGFR inhibitors such 
as AG-1478 or cetuximab. This effect is reversed either by dual inhibition of EGFR and Co-
029/Tspan8 or by co-treatment with anti-Co029 antibody. We have observed, on the one hand a 
marked increase in the association of EGFR with tetraspanins complexes in the presence of Co-
029/Tspan8 and, secondly an increase in the phosphorylation of EGFR (pEGFR) suggesting a 
mechanism linked to signaling of this receptor. 
We also observed that the CD44 effect on migration of isolated cells is dependent on Co-029/Tspan8. 
As many types of tumors and their metastases express high levels of CD44 variants such as 
gastrointestinal cancer or breast cancer, we studied CD44 isoforms associated with the tetraspanin Co-
029/Tspan8. We found the peptides variable exons v8-v10 of CD44 by immunoprecipitation of CD44 
in our cellular model expressing Co-029/Tspan8 after mass spectrometry analysis. CD44 v8-v10 
corresponds to products of the last 3 exons of the variable region of CD44. On the other hand, to 
investigate whether the effect of CD44 could be mediated by interaction with EGFR, we measured the 
level of pEGFR in cells treated by RNA interference targeting CD44. We observed that a reduction in 
CD44 expression was accompanied by a 50% reduction of pEGFR specifically in cells expressing Co-
029/Tspan8. 
Finally, the analysis of tetraspanin complexes by mass spectrometry allowed us to find a new partner 
of Co-029/Tspan8, the type 1 endothelin-1 converting enzyme (ECE1). It is a membrane enzyme of 
the family of Zn dependent metallopeptidases which generates the active form of endothelin. It is 
expressed in various types of cancer and is associated with an invasive phenotype. Its presence in the 
tetraspanin complexes depends on the presence of Co-029/Tspan8 and this association increases its 
cleavage activity of Big-endothelin, the endothelin precursor. We investigated the functional 
relationship between Co-029/Tspan8 and ECE1 in normal digestive tissues by comparing wild-type 
mice and mice in which we inactivated the Co-029/Tspan8 gene. 
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I. LES TETRASPANINES 
1. Généralités 
Les efforts déployés pour le clonage des antigènes membranaires dans le début des années 90 ont 
conduit au clonage de la tétraspanine 8 (Co-029/Tspan8) et de plusieurs CD (CD63, CD53, CD37, 
CD81 et CD9), définissant une nouvelle famille de molécules de fonction inconnue (Boucheix, Duc et 
al. 2001, Boucheix et Rubinstein 2001, Hemler 2003, Charrin, Le Naour et al. 2009, Yanez-Mo, 
Barreiro et al. 2009). Ces protéines sont exprimées par tous les métazoaires, avec 33 membres chez les 
mammifères, 37 chez la drosophile et 20 dans C. elegans (Huang, Yuan et al. 2005). Les plantes 
expriment également des protéines tétraspanines-like.  
Tous les types cellulaires semblent exprimer à leur surface plusieurs tétraspanines cependant à des 
niveaux variables (Boucheix et Rubinstein 2001). Certaines tétraspanines ont une distribution large, 
comme c’est le cas pour CD9, CD63, CD81, CD82 et CD151. En effet, le CD9 est exprimé dans le 
système hématopoïétique, il est présent sur les cellules B normales, les lymphocytes T activés, les 
plaquettes (Boucheix, Perrot et al. 1985), les cellules CD34 de la moelle osseuse notamment celles 
déjà engagées dans une voie de différenciation B ou mégacaryocytaire (Clay, Rubinstein et al. 2001), 
ainsi que les granulocytes basophiles et éosinophiles. Sur les plaquettes, le niveau d'expression du 
CD9 est comparable à celui de l’intégrine αIIbβ3 à laquelle il s’associe (Slupsky, Seehafer et al. 1989). 
Le CD9 est également exprimé sur les gaines de myélines (Bronstein, Tiwari-Woodruff et al. 2000), 
dans le rein et le tube digestif (Sincock, Mayrhofer et al. 1997) ainsi qu’à la surface des ovocytes (Le 
Naour, Rubinstein et al. 2000, Ziyyat, Rubinstein et al. 2006). Le CD81 est un autre exemple de 
tétraspanine à distribution large puisqu’il est exprimé à la surface des cellules épithéliales, des 
fibroblastes, des ovocytes, des gaines de myélines, des cellules endothéliales et de la plupart des 
cellules du sang en dehors des érythrocytes, des plaquettes et des polynucléaires neutrophiles 
(Maecker et Levy 1997, Rubinstein, Ziyyat et al. 2006, Rubinstein, Ziyyat et al. 2006). 
D’autres tétraspanines ont un spectre d’expression très étroit parmi lesquelles figurent le CD37 et 
le CD53 (qui ne sont retrouvées que sur des cellules du système hématopoïétique) (Schwartz-Albiez, 
Dorken et al. 1988, Maecker et Levy 1997) et les tétraspanines appartenant à des structures hautement 
spécialisées comme les uroplakines (UP1a et UP1b) retrouvées dans les plaques urothéliales ou les 
protéines RDS/périphérine (Retinal Degeneration Slow protein) et Rom1 (Retinal Outer-segment 
Membrane protein) exprimées au niveau des photorécepteurs de la rétine. 
Bien que les tétraspanines soient majoritairement exprimées à la surface des cellules, certaines 
peuvent être présentes en quantité importante dans des compartiments intracellulaires (Berditchevski 
et Odintsova 1999, Sincock, Fitter et al. 1999). Le CD63 par exemple est retrouvé au niveau des 
compartiments lysosomaux des plaquettes et dans les corps de Weibel Palade des cellules 
endothéliales (Yanez-Mo, Alfranca et al. 1998, Klein-Soyer, Azorsa et al. 2000, Michaux et Cutler 
2004). Il est à noter que le CD63 possède au niveau de son extrémité cytoplasmique C-terminale un 
 9 
 
signal d’internalisation GYEVM (Glycine-Tyrosine-Glutamate-Valine-Méthionine) (Rous, Reaves et 
al. 2002).  
En plus de leur localisation membranaire et intracellulaire, les tétraspanines sont exprimées à la 
surface des exosomes. Les exosomes sont des nanovésicules de l’ordre de 50 à 100 nm de diamètre 
issus d’endosomes tardifs et secrétés par la plupart des cellules. Les tétraspanines CD63, CD81 et CD9 
entrent dans la composition des exosomes canoniques, elles sont de ce fait exprimées par tous les 
exosomes ayant été analysés (Morelli, Larregina et al. 2004, Abache, Le Naour et al. 2007, Chaput et 
Thery 2011). En fonction du type cellulaire d’autres tétraspanines viennent s’ajouter, c’est le cas de 
CD37, CD53 et CD82 retrouvés à la surface des exosomes que secrètent les cellules B (Escola, 
Kleijmeer et al. 1998).  
Il a été montré que les tétraspanines pouvaient jouer un rôle dans de nombreux processus 
biologiques. Certaines, tels que CD81 et CD37, ont un rôle important dans le système immunitaire 
(Jones, Bishop et al. 1996, Wright et Levy 2013). D'autres contribuent à l'infection par différents 
agents pathogènes. Plusieurs tétraspanines ont attiré une attention particulière car elles régulent la 
progression de divers types de cancers ou la formation de métastases, peut-être en raison de leur 
capacité à réguler la migration des cellules cancéreuses et leur capacité d'envahir la matrice 
environnante (Boucheix et Rubinstein 2001, Zoller 2009, Charrin, Jouannet et al. 2014, Hemler 2014). 
Les modèles expérimentaux, comprenant des modèles génétiques des cancers (Deng, Li et al. 2012, 
Copeland, Bowman et al. 2013, Copeland, Bowman et al. 2013), ainsi que les données cliniques 
suggèrent que CD9 et CD82 sont des suppresseurs de métastases, alors que CD151 et Tspan8 semblent 
promouvoir la métastase (Zoller 2009, Hemler 2014). 
En dépit de progrès considérables dans la compréhension de leur importance physiologique et 
leur implication dans de nombreuses pathologies, la fonction moléculaire des tétraspanines reste 
hypothétique. Un nombre croissant de données, désormais renforcé par des preuves génétiques, 
montre le rôle clé des tétraspanines dans la régulation du trafic et la fonction des autres protéines 
membranaires. La compartimentation membranaire des molécules auxquelles elles sont associées 
représente un mécanisme d’action possible. 
Sur le plan de la nomenclature, les premières tétraspanines ayant été décrites dans les années 80 et 
le début des années 90, suite à leur découverte par des anticorps monoclonaux puis leur clonage, 
portent souvent plusieurs noms dans la littérature. Une tentative d’uniformisation leur attribuant chez 
l’humain le nom de Tspan suivi d’un numéro d’ordre (1 à 33) a le mérite d’individualiser l’existence 
de cette famille de molécules, mais n’est que peu utilisé pour les tétraspanines classiques qui gardent 
en général leur(s) nom(s) d’origine, notamment la terminologie en CD ou Clusters de Différenciation 
(CD9, CD37, CD63, CD81, CD151…) (Fig. 1). 
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Figure 1 : Les tétraspanines humaines - Arbre de distance.  
Les séquences des 33 tétraspanines exprimées chez l’homme ont été alignées pour générer un arbre de 
distance. Pour les tétraspanines les plus couramment étudiées et connues sous plusieurs noms, le(les) 
nom(s) d’usage ont été indiqués en gras. 
Le nombre de résidus cystéine au sein de EC2 (2è domaine extracellulaire) est indiqué sur la droite 
pour les tétraspanines n’ayant pas 6 résidus cystéine. 
 
 
2. Structure des tétraspanines 
Les tétraspanines sont des protéines d’une taille relativement petite, allant de 204 (Tspan-13/NET-
6) à 355 (Tspan-10/Oculospanine) acides aminés avec un poids moléculaires allant de 25 à 80 kDa en 
fonction de la glycosylation. Elles comportent 4 domaines transmembranaires et deux domaines 
extracellulaires de tailles inégales (Boucheix et Rubinstein 2001, Hemler 2005, Levy et Shoham 2005, 
Tspan8 (Co-029) 
Tspan28 (CD81, Tapa1) 
Tspan29 (CD9, p24)  
Tspan2 
Tspan25 (CD53) 
Tspan4 (Nag2) 
Tspan9 (NET-5) 
Tspan24 (CD151, Peta3)  
Tspan11 
Tspan3 
Tspan7 (Talla1, TM4SF2, CD231) 
Tspan6 
Tspan12 (NET-2) 
Tspan30 (CD63) 
Tspan31 (SAS) 
Tspan13 (NET-6) 
Tspan10 (oculospanin) 
Tspan15 (NET-7) 
Tspan33 (Penumbra) 
Tspan14 (DC-TM4F2) 
Tspan-5 (NET-4) 
Tspan17 
Tspan19 
Tspan27 (CD82, KAI1) 
Tspan26 (CD37) 
Tspan1 (NET-1) 
Tspan16 (TM4-B) 
Tspan18 
Tspan20 (Uplk-1b) 
Tspan21 (Uplk-1a) 
Tspan32 (Tssc6 /PHEMX) 
Tspan22 (RDS/peripherin) 
Tspan23 (ROM-1) 
4 cystéines 
8 cystéines 
4 cys 
7 cystéines 
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Charrin, Le Naour et al. 2009, Charrin, Jouannet et al. 2014). Le premier est le plus petit domaine 
(EC1) et est constitué de moins de 30 acides aminés dans les protéines humaines, tandis que le grand 
domaine extracellulaire (EC2) comporte de 76 à 131 acides aminés et dépasse seulement de quelques 
nm à partir de la membrane (3,5 nm pour CD81, 5 nm pour UpIa et UPIb (Kitadokoro, Bordo et al. 
2001, Min, Wang et al. 2006). Par comparaison, l'ectodomaine de CD2, une molécule avec 2 domaines 
Ig, est de 7 nm (Jones, Davis et al. 1992). Les queues N-terminale et C-cytoplasmique contiennent 
généralement moins de 20 résidus. Les tétraspanines peuvent être soumises à deux grandes 
modifications post-traductionnelles avec pour la plupart des sites potentiels de N-glycosylation (une 
exception notable étant CD81) (pour revue (Boucheix et Rubinstein 2001)) et une palmitoylation pour 
toutes celles qui ont été étudiées jusqu'à présent (Charrin, Le Naour et al. 2009). Cette modification 
implique généralement la liaison covalente de palmitate sur les cystéines situées près de l'interface 
entre la membrane et le cytosol. Les tétraspanines possèdent plusieurs de ces cystéines, dont 6 dans 
CD9, CD81 et CD151 et 5 dans CD82, avec la plupart, sinon la totalité d'entre elles étant des sites de 
palmitoylation (Berditchevski, Odintsova et al. 2002, Yang, Claas et al. 2002, Zhou, Liu et al. 2004, 
Charrin, Le Naour et al. 2009). En outre, il a été montré que plusieurs tétraspanines pouvaient être 
ubiquitinylées (Tsai, Mendoza et al. 2007, Lineberry, Su et al. 2008). 
 
Figure 2 : Structure schématique tridimensionnelle d’une tétraspanine avec 6 cystéines dans le 
domaine EC2  
La structure cristalline du domaine EC2 de CD81 a été résolue (Kitadokoro, Bordo et al. 2001). 
Deux hélices α antiparallèles (A et E) dans la continuité des troisième et quatrième domaines 
transmembranaires forment la tige du domaine (Fig. 2). L'hélice A est reliée par une courte boucle à 
une troisième hélice appelée hélice B. La modélisation moléculaire indique que ces 3 hélices, forment 
une structure qui est commune à toutes les tétraspanines (Seigneuret, Delaguillaumie et al. 2001). 
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Dans CD81, deux hélices supplémentaires (C et D) insérées dans la tige, conjointement avec l'hélice B, 
forment la tête du domaine EC2. Ces régions C et D, se trouvent aussi dans d'autres tétraspanines mais 
ne sont pas structurellement conservées et sont donc appelées sous-domaine variable d’EC2 
(Seigneuret, Delaguillaumie et al. 2001). Plusieurs cystéines conservées, y compris un motif GCC 
situé après l'hélice B et d'autres résidus entre les hélices C et D et au début de l'hélice E, contribuent au 
maintien de la structure d’EC2. Alors que la plupart des tétraspanines ont 6 cystéines dans l’EC2 (et 
une région supplémentaire insérée entre C et D), CD81, CD9, CD53, Tspan2 et Tspan32 en ont 
seulement 4 (Fig. 1) et d'autres en ont 8. Les protéines rétiniennes péripherine/RDS et rom-1 ont une 
7ème cystéine responsable de la formation de polymères d'ordre supérieur (Goldberg 2006). Le 
domaine variable contenant les hélices C et D se trouve en face d'un patch hydrophobe présent dans 
plusieurs tétraspanines qui pourrait être impliqué dans l'emballage d'un feuillet β présent dans la petite 
boucle extracellulaire (Min, Wang et al. 2006, Seigneuret 2006). 
La majorité des résidus conservés sont situés dans les domaines transmembranaires. La 
modélisation de ces domaines donne à penser que la plupart des résidus conservés sont impliqués dans 
la formation d’une superhélice (coiled coil) et la compacité de la structure via des liaisons 
hydrophobes ou hydrogène (pour les résidus polaires) (Kovalenko, Metcalf et al. 2005, Seigneuret 
2006). 
Comme nous le verrons plus loin, certains acides aminés sont critiques pour des fonctions 
biologiques spécifiques ou associations avec des partenaires de certaines tétraspanines (Fig. 3). 
 
 
Figure 3 : Acides aminés et domaines de tétraspanines impliqués dans des fonctions biologiques. 
Deux tétraspanines  avec respectivement 4 et 6 cystéines dans le domaine EC2 sont représentées. 
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Quelques tétraspanines telles que CD63, CD82, CD37, CD151 ou Co-029/tspan8 possèdent à leur 
extrémité C-terminale un site potentiel d'internalisation (YXXΦ où Φ est un acide aminé hydrophobe) 
(Stipp, Kolesnikova et al. 2003). 
En conclusion, pour qu’une protéine soit considérée comme tétraspanine, elle doit présenter 
impérativement quatre domaines transmembranaires, deux boucles extracellulaires de taille inégale 
avec un certain nombre d’acides aminés conservés incluant un motif CCG et deux autres résidus 
cystéine qui contribuent à la formation de deux ponts disulfures cruciaux au niveau de la grande 
boucle extracellulaire.  
3. Interactions et organisation moléculaire : « Microdomaines enrichis en tétraspanines » (TEM) 
ou « Tetraspanin Web » 
La capacité des tétraspanines d'organiser un réseau moléculaire d’interactions appelé 
microdomaines enrichi en tétraspanines ou « Tetraspanin Web » a conduit à émettre l’hypothèse 
qu’elles pourraient promouvoir la compartimentation membranaire. Dans ce chapitre, nous allons 
décrire comment la découverte de cette capacité unique des tétraspanines d'interagir entre elles et avec 
de nombreuses autres protéines de surface a conduit à ce concept et discuter l'organisation 
hiérarchique de ces structures (Rubinstein, Le Naour et al. 1996, Boucheix et Rubinstein 2001, Charrin, 
Le Naour et al. 2009). 
3.1. Origine du concept de Tetraspanin Web  
(Rubinstein, Charrin et al. 2013) 
Dans les années 90, en utilisant les anticorps monoclonaux dirigés contre les tétraspanines, 
certaines équipes ont essayé de comprendre la fonction des tétraspanines en recherchant les molécules 
associées. 
La capacité des tétraspanines d'organiser un réseau de moléculaire d’interactions appelé TEM 
(Tetraspanins Enriched Microdomains ou Microdomaines Enrichis en Tétraspanines) ou « Tetraspanin 
Web » a conduit à émettre l’hypothèse qu’elles pourraient promouvoir la compartimentation 
membranaire.  
Ces études ont révélé, par exemple, une interaction entre CD81 et et les molécules du CMH de 
classe II (Schick et Levy 1993) et entre CD9 et intégrines α4β1 et α5β1 (Rubinstein, Le Naour et al. 
1994). Réciproquement, l'étude des molécules associées à CD19, une molécule co-stimulatrice des 
lymphocytes B, et avec les intégrines ß1, a identifié respectivement les tétraspanines CD81 et CD63 
(Bradbury, Kansas et al. 1992, Matsumoto, Martin et al. 1993, Berditchevski, Bazzoni et al. 1995). De 
même la recherche de partenaires du récepteur de la toxine diphtérique qui est aussi précurseur 
membranaire d’HB-EGF a démontré l’existence d’un complexe fonctionnel entre ce récepteur et CD9 
(Iwamoto, Higashiyama et al. 1994). Dans la même période, une interaction de deux tétraspanines 
CD81 et CD82 a été montrée avec les molécules de co-stimulation des lymphocytes T CD4 et CD8 
(Imai et Yoshie 1993) qui montrait également une interaction entre les deux tétraspanines. Cette 
démonstration initiale des interactions tétraspanine-tétraspanine a été confirmée par trois laboratoires, 
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qui ont en même temps montré l’association à plusieurs tétraspanines différentes des molécules du 
CMH de classe II et de certaines intégrines (Angelisova, Hilgert et al. 1994, Berditchevski, Zutter et al. 
1996, Rubinstein, Le Naour et al. 1996). Les travaux ultérieurs ont permis d’étendre le nombre de 
molécules s’associant de manière similaire avec différentes tétraspanines, l’analyse par spectrométrie 
de masse ayant fourni une liste plus importante de protéines associées aux tétraspanines (Clark, Zeng 
et al. 2001, Stipp, Kolesnikova et al. 2001, Charrin, Le Naour et al. 2003, Andre, Le Caer et al. 2006, 
Le Naour, Andre et al. 2006, Kovalenko, Yang et al. 2007). Les principaux groupes de protéines 
associées aux tétraspanines comprennent, en particulier, certaines intégrines (par exemple α3β1, α4β1, 
α6β1, α6β4), des IgSF, molécules de la superfamille des immunoglobulines, CMH, CD9P-1/EWI-
F/FPRP/CD317, EWI-2/PGRL/IgSF8/CD318, CD4, CD8, CD3, ICAM-1, VCAM-1), des 
ectopeptidases (CD26), des protéases (ADAM10, MT-MMP1). Des partenaires intracytoplasmiques 
ont été également rapportés. Il s’agit d’enzymes impliquées dans la signalisation comme PKCα et 
PKCβII ainsi que PI4K-kinase (Hemler 2005) ou encore les protéines G hétérotrimériques. L’analyse 
initiale de ces complexes a montré que dans les mêmes complexes, il pouvait y avoir plusieurs 
tétraspanines et au moins une intégrine ou une molécule du CMH II. Par ailleurs, les tétraspanines 
transfectées n’entraient pas en compétition pour l’association aux partenaires mais s’ajoutaient à ces 
complexes.  
Ces observations ont conduit à proposer l’existence du Tetraspanin Web, réseau dans lequel les 
tétraspanines interagiraient entre elles et avec leurs partenaires de manière dynamique. 
3.2. Structure du Tetraspanin Web – Différents niveaux d’interaction 
L’utilisation de différents détergents dans des expériences de co-précipitation a permis de 
distinguer trois niveaux d’interaction : primaire, secondaire et tertiaire. 
Les interactions primaires sont considérées comme des interactions directes et relativement  fortes 
entre une tétraspanine et un partenaire protéique spécifique. Ces interactions résistent partiellement ou 
totalement à des détergents stringents comme le Triton X-100 ou la digitonine à 1% (Yauch, 
Berditchevski et al. 1998, Serru, Le Naour et al. 1999). La digitonine forme un complexe 1:1 avec le 
cholestérol qu’elle précipite avec des tétraspanines qui sont étroitement associées au cholestérol, 
laissant donc potentiellement dans le surnageant certaines paires tétraspanine/partenaire (Charrin, 
Manie et al. 2003). Des exemples de ces interactions primaires comprennent le CD151 avec l'intégrine 
α3β1, ligand de la laminine ou le CD9 avec le CD9P-1 (Tableau 1). Ces interactions primaires peuvent 
généralement être capturées par pontage chimique covalent, ce qui est un critère important pour 
identifier des interactions primaires. Toutefois, il ne peut être exclu que dans un complexe protéique, la 
juxtaposition d’acides aminés comportant des amines primaires puisse conduire à un pontage covalent 
bien qu’il n’y ait pas d’interaction directe. 
Les interactions secondaires sont les interactions plus faibles entre complexes primaires  et qui 
semblent correspondre à des interactions tétraspanine-tétraspanine. Elles sont préservées dans des 
solutions de détergents tels que Brij97 à 1%, qui est moins stringent que le Triton X-100 
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(Berditchevski, Zutter et al. 1996). Le chlorure de calcium et de magnésium sont fréquemment ajoutés 
au tampon de lyse pour une meilleure conservation des interactions secondaires. Les effets des cations 
bivalents sont peut-être liés à leur adsorption sur la surface des membranes qui augmente leur 
résistance à la solubilisation par les détergents (Charrin, Manie et al. 2002). Ces interactions 
secondaires fournissent ainsi un moyen par lequel des complexes primaires peuvent être regroupés 
pour former le Tetraspanin Web. Un certain nombre d'expériences ont appuyé ce concept clé en 
analysant l'interaction du partenaire α3β1 de CD151 avec des tétraspanines non-partenaires. Par 
exemple, l'ARN interférence ou la délétion dans la lignée germinale de CD151 réduisent de façon 
spectaculaire l’interaction d’α3β1 avec d'autres tétraspanines (Winterwood, Varzavand et al. 2006, 
Yamada, Sumida et al. 2008, Yang, Richardson et al. 2008). Dans l'expérience inverse, avec une lignée 
dépourvue de CD151, α3β1 n’interagissait avec d'autres tétraspanines endogènes que quand CD151 
était transfecté (Charrin, Manie et al. 2003). En outre, la transfection d'un mutant non-palmitoylé de 
CD151, qui interagit normalement avec α3β1 mais faiblement avec les autres tétraspanines, réduit 
l'interaction de l'intégrine α3β1 avec les tétraspanines endogènes. 
 
 
Figure 4 : Le « Tetraspanin web » avec une représentation des 2 premiers niveaux d’interaction 
Niveau 1: Chaque tétraspanine A la capacité de former des complexes primaires avec un nombre limité 
de molécules dites partenaires moléculaires. Niveau 2 : Les tétraspanines peuvent s’associer entre elles, 
assemblant les complexes primaires en de plus larges complexes multimoléculaires. 
 
Les interactions tertiaires ont été définies comme celles qui sont conservées dans les détergents 
très peu stringents Brij58, Brij98 et CHAPS, mais pas en Brij97. Certaines des protéines co-immuno-
précipitées avec les tétraspanines en utilisant uniquement ces détergents peuvent être réellement des 
protéines associées aux tétraspanines, cependant, comme les membranes sont relativement mal 
solubilisées par ces détergents, il peut en fait s’agir de protéines placées à proximité de structures 
basées sur la présence de tétraspanines dans la membrane plasmique. 
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Tétraspanine Partenaire Référence 
UP1a UPII (Min, Wang et al. 2006) 
UP1b UPIIIa (Min, Wang et al. 2006) 
CD9 
CD9P-1/EWI-F/FPRP (Charrin, Le Naour et al. 2001, Claas, Stipp et al. 2001) 
EWI-2/PGRL (Stipp, Kolesnikova et al. 2001, Charrin, Le Naour et al. 2003) 
EpCAM (Le Naour, Andre et al. 2006) 
Pro-HB-EGF (Iwamoto, Higashiyama et al. 1994) 
ICAM-1 (Barreiro, Yanez-Mo et al. 2005, Barreiro, Zamai et al. 2008) 
Claudine-1 (Kovalenko, Yang et al. 2007) 
CD37 Dectine-1 (Meyer-Wentrup, Figdor et al. 2007) 
CD81 
CD19 
(Bradbury, Kansas et al. 1992, Matsumoto, Martin et al. 
1993, Horvath, Serru et al. 1998, Shoham, Rajapaksa et al. 
2003) 
Intégrine α4β1 (Serru, Le Naour et al. 1999) 
CD9P-1/EWI-F/FPRP (Charrin, Le Naour et al. 2001, Stipp, Kolesnikova et al. 2001) 
EWI-2/PGRL (Clark, Zeng et al. 2001, Stipp, Kolesnikova et al. 2001, Charrin, Le Naour et al. 2003) 
Claudine-1 (Kovalenko, Yang et al. 2007, Harris, Farquhar et al. 2008) 
CD151 
Intégrine α3β1 
(Yauch, Berditchevski et al. 1998, Serru, Le Naour et al. 
1999, Yauch, Kazarov et al. 2000) 
Intégrine α6β1 (Serru, Le Naour et al. 1999, Kazarov, Yang et al. 2002) 
Intégrine α6β4 
(Sterk, Geuijen et al. 2000, Sterk, Geuijen et al. 2002, 
Chometon, Zhang et al. 2006) 
Intégrine αIIbβ3 (Lau, Wee et al. 2004) 
VCAM-1 (Barreiro, Zamai et al. 2008) 
MT1-MMP (Yanez-Mo, Barreiro et al. 2008) 
CD63 H+/K+-ATPase (Duffield, Kamsteeg et al. 2003) 
Tspan5-10-14-
15-17-33 ADAM10 
(Dornier, Coumailleau et al. 2012, Haining, Yang et al. 
2012, Prox, Willenbrock et al. 2012) 
Tspan12 Récepteur (complexe) de la norrin  (Junge, Yang et al. 2009) 
 
Tableau 1 : Liste des partenaires de niveau 1 des tétraspanines 
 
3.3. Mécanismes d’interaction 
La cryo-microscopie électronique des uroplakines est la seule étude à ce jour qui démontre 
structurellement comment une tétraspanine interagit avec un partenaire protéique (Fig. 5) (Min, Wang 
et al. 2006). Dans cette publication, la grande région extracellulaire et les régions transmembranaires 
(probablement 3 et/ou 4) des Uroplakines/tétraspanines (UpIa et UpIb) semblent interagir avec les 
partenaires (UpII et UpIII). Cependant, la résolution à 6 Ǻ était trop faible pour révéler le mécanisme 
d'interaction précise. A l'avenir, la cristallographie par rayons X pourra fournir la plus haute résolution 
nécessaire pour révéler des détails plus fins, notamment grâce aux progrès récents dans la 
détermination de structures à haute résolution de protéines à plusieurs régions transmembranaires 
(Ubarretxena-Belandia et Stokes 2010). 
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Figure 5: Modèle de l’assemblage des plaques urothéliales.  
Les tétraspanines UPIa et UPIb s’associent respectivement avec les uroplakines UPII et UPIII (A), et 
des hétérodimères UPIa/UPII et UPIb/III s’associent en paires pour former des structures symétriques 
hexaxonales contenant chacune six paires d’hétérodimères (B) ce qui permet la fomation des plaques 
urothéliales (Hu, Liang et al. 2005, Min, Wang et al. 2006). 
 
Les mécanismes d’interaction ont fait l’objet de multiples études utilisant des approches 
biochimiques avec des tétraspanines chimériques ou des mutants ponctuels. Pour les protéines 
chimériques, un domaine de tétraspanine est remplacé par un domaine équivalent d’une autre 
tétraspanine. L’interaction de CD151 avec les intégrines récepteurs de la laminine ont été étudiées de 
manière approfondie par ces approches. Les régions nécessaires à l’interaction d’α3β1 avec CD151 
sont la tige juxta-membranaire de l’intégrine et la région variable de l’EC2 de CD151. Le motif QRD 
de CD151 a été considéré comme essentiel à cette interaction (Kazarov, Yang et al. 2002). L’incapacité 
de ce mutant à lier α3β1 a néanmoins été remise en question récemment (Zevian, Winterwood et al. 
2011). L’hypothèse actuelle est que le site QRD contribue à stabiliser l’association sans être essentiel. 
Les données fonctionnelles de restauration de la fonction de CD151 (rôle dans la motilité, l’adhésion, 
la réponse au TGFβ) par ce mutant varient en fonction du modèle utilisé (Rubinstein, Charrin et al. 
2013). 
Les interactions de CD9 et CD81 avec EWI-2 et CD9P-1/EWI-F ont montré une contribution 
importante des domaines transmembranaires. L’interaction EWI-2/CD81 requiert le 4è domaine Ig 
d’EWI-2, ainsi qu’un motif Glycine dans la région transmembranaire et des sites de palmitoylation 
(Montpellier, Tews et al. 2011). Pour CD81, l’EC2 et les régions TM3 et TM4 sont essentielles. De 
manière intéressante, ces régions sont requises pour faciliter l’entrée du virus HCV. Pour l’interaction 
d’EWI-2 avec CD9, le 4è domaine Ig n’est pas nécessaire et seules la 2è moitié de l’EC2 et une région 
de CD9 qui s’étend du TM2 au TM3 inclus sont nécessaires (Fig.3) (Charrin, Le Naour et al. 2003). 
3.4. Le rôle des lipides  
Une partie des tétraspanines est retrouvée dans des fractions à faible densité sur gradient de 
sucrose après lyse dans des conditions de détergents particulières. Cette observation a mené à proposer 
que les complexes à tétraspanines pourraient constituer des micro-domaines membranaires par 
analogie avec les rafts lipidiques (Berditchevski, Odintsova et al. 2002). Il est à noter qu’il peut y avoir 
des structures membranaires enrichies en certaines tétraspanines (CD81 dans la synapse 
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immunologique ou CD151 dans les hémidesmosomes) indépendamment de ces micro-domaines. Les 
micro-domaines à tétraspanines diffèrent des rafts lipidiques par différents critères : 
- solubilité en présence de Triton X-100 à 4°C, au contraire des rafts résistants aux mêmes 
conditions (Claas, Stipp et al. 2001, Charrin, Manie et al. 2003).  
- intégrité des microdomaines enrichis en tétraspanines en présence de Brij97 à 37°C, 
condition qui dissocie les rafts (Claas, Stipp et al. 2001, Charrin, Manie et al. 2003). 
- absence de protéines classiquement associées aux rafts comme les protéines membranaires à 
ancrage GPI ou la cavéoline (Berditchevski, Odintsova et al. 2002). 
- dans certaines circonstances, il semblerait que les protéines des rafts et des microdomaines à 
tétraspanines puissent être réunies comme lors de l’assemblage et de la production des 
particules du VIH-1, en présence de la polyprotéine Gag (Hogue, Grover et al. 2011). 
Les lipides jouent un rôle important dans la structuration de ces micro-domaines à tétraspanines. 
Le cholestérol se lie étroitement aux tétraspanines (Charrin, Manie et al. 2003) et l’extraction du 
cholestérol par la MβCD inhibe certaines propriétés fonctionnelles des tétraspanines comme 
l’infection des cellules hépatiques par les sporozoïtes de P. Yoelii. La MβCD altère également le trafic 
membranaire de CD9 mesuré par le « tracking » de molécule unique. La MβCD ne semble pas 
modifier les interactions moléculaires dans les co-précipitations, par contre la mutation des sites de 
palmitoylation (cystéines cytoplasmiques juxtamembranaires) réduit partiellement les interactions 
entre tétraspanines (Berditchevski, Odintsova et al. 2002, Charrin, Manie et al. 2003, Zhou, Liu et al. 
2004). Ainsi cholestérol et palmitoylation contribuent au maintien des microdomaines à tétraspanines 
et à leur fonctionnalité. D’autres lipides comme les gangliosides ou la sphingomyéline pourraient 
également jouer un rôle dans les propriétés de ces complexes (Rubinstein, Charrin et al. 2013). 
3.5. Dynamique de la compartimentation 
Un autre aspect de l’organisation des microdomaines à tétraspanines concerne la dynamique de la 
compartimentation. L’utilisation de fragments d’anticorps couplés à une molécule fluorescente a 
permis un suivi de la tétraspanine CD9 à l’échelle d’une molécule à la surface de la cellule. Il a pu être 
ainsi montré que les microdomaines enrichis en tétraspanines représentent des plateformes de forme et 
localisation stables mais entre lesquelles s’effectuent des échanges permanents. Les molécules de CD9 
sortant de ces domaines diffusent dans la membrane avec un mouvement d’apparence brownienne. 
Des couples de molécules CD9 peuvent co-diffuser pendant plusieurs centaines de millisecondes. La 
dynamique et la répartition de CD9 dépendent de la palmitoylation de la molécule et de 
l’environnement en cholestérol (Espenel, Margeat et al. 2008). Cette dynamique est dépendante de 
l’interaction entre des tétraspanines et leurs partenaires. Par exemple des molécules d’adhérence 
comme VCAM-1 et ICAM-1 peuvent être recrutées dans ces plateformes dans les cellules 
endothéliales grâce à leur association aux tétraspanines comme CD9 et CD151 lors de l’extravasation 
de leucocytes (Barreiro, Zamai et al. 2008). De façon similaire la répartition de CD9 au niveau des 
TEMs peut être altérée par la protéine gag du VIH en la recrutant sur les sites du bourgeonnement des 
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virus, conduisant à sa rétention sur ces sites, comme mentionné précédemment (Krementsov, Weng et 
al. 2009). Les tétraspanines et leurs partenaires peuvent affecter leur diffusion mutuelle (CD81/CD19, 
CD81/ EWI-2wint et CD151/intégrine alpha 6) (Yang, Mirchev et al. 2012, Mattila, Feest et al. 2013, 
Potel, Rassam et al. 2013). Il reste à déterminer si ces tétraspanines sont responsables du recrutement 
d’autres tétraspanines au sein des TEMs. 
3.6. Interactions avec des protéines cytoplasmiques  
Les interactions avec PKCα et PKCβII ainsi que PI4K-kinase ont été mentionnées précédemment. 
Elles ne sont retrouvées que dans des détergents peu stringents. Toutefois seules les intégrines 
associées aux tétraspanines interagissent avec PKCβII et PI4K-kinase, spécificité déterminée par 
l’ecto-domaine des intégrines qui interagit avec les tétraspanines (Yauch, Berditchevski et al. 1998, 
Zhang, Bontrager et al. 2001). 
La Synténine-1, protéine à domaine PDZ, semble interagir directement avec CD63. CD151 et 
Tspan7 ont également une séquence liant le domaine PDZ et des interactions ont été trouvées (EBP50, 
SAP97 et PICK1) (Pan, Brown et al. 2007, Bassani, Cingolani et al. 2012). 
Un autre exemple est celui des protéines ERM qui interagissent avec l’actine et le domaine 
cytoplasmique de molécules d’adhérence. CD9 et CD81 co-immunoprécipitent les protéines ERM. Le 
domaine C-terminal de CD81 lie l’ezrine et la moésine (Sala-Valdes, Ursa et al. 2006). Une interaction 
indirecte via CD9P-1/EWI-F ou EWI-2 est également possible car leurs domaines cytoplasmiques 
peuvent se lier à l’ezrine et à la moésine. Ces interactions pourraient expliquer comment les 
tétraspanines pourraient induire la réorganisation du cytosquelette d’actine observée précédemment 
(Lagaudriere-Gesbert, Lebel-Binay et al. 1998, Shigeta, Sanzen et al. 2003). 
 
4. Propriétés fonctionnelles des tétraspanines 
Les tétraspanines ont été impliquées dans divers processus biologiques comme l’adhérence, la 
migration ou la fusion des cellules, dans des phénomènes de costimulation, de transduction de signal 
ou encore de différenciation mais les mécanismes moléculaires mis en jeu dans ces effets biologiques 
restent très mal connus (Boucheix, Duc et al. 2001, Hemler 2003, Levy et Shoham 2005). Différentes 
approches ont été utilisées pour l’analyse de la fonction des tétraspanines, notamment l’utilisation 
d’anticorps anti-tétraspanines, la surexpression (par transfection), l’invalidation de gènes (Tableau 2) 
et leur déplétion par ARN interférence. Les effets induits par les anticorps sont souvent identiques 
d’une tétraspanine à l’autre, il s’agit en particulier de l'adhérence homotypique (Masellis-Smith, 
Jensen et al. 1990), des effets sur la migration cellulaire (Rubinstein, Le Naour et al. 1994, Jones, 
Bishop et al. 1996, Cajot, Sordat et al. 1997, Lagaudriere-Gesbert, Le Naour et al. 1997, Radford, 
Thorne et al. 1997, Yanez-Mo, Alfranca et al. 1998, Stipp et Hemler 2000, Guo, Xia et al. 2012), des 
effets antiprolifératifs (Oren, Takahashi et al. 1990) ou de costimulation (Lagaudriere-Gesbert, Le 
Naour et al. 1997). L’invalidation chez la souris du gène de plusieurs tétraspanines a révélé leur rôle 
dans l’activation des cellules du système immunitaire (Tableau 2) (Maecker et Levy 1997, Miyazaki, 
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Muller et al. 1997, Tsitsikov, Gutierrez-Ramos et al. 1997, Knobeloch, Wright et al. 2000, Tarrant, 
Groom et al. 2002, van Spriel, Puls et al. 2004, Wright, Moseley et al. 2004).  
Espèce Tétraspanine Phénotype Références 
Homme TM4SF2/TALLA1 Retard mental lié au chromosome X (Zemni, Bienvenu et al. 2000) 
CD151 Epidermolyse, néphrite, surdité, fonctions 
plaquettaires, β-thalassémie 
(Kagan, Feld et al. 1988, 
Karamatic, Burton et al. 2004) 
Peripherin/RDS Dégénerescence rétinienne (Kohl, Giddings et al. 1998, 
Goldberg 2006) 
ROM Dégénerescence rétinienne (Kajiwara, Berson et al. 1994, 
Dryja, Hahn et al. 1997) 
tspan12/Net2 Vitréorétinopathie exsudative familiale (Poulter, Ali et al. 2010). (Yang, 
Xiao et al. 2011) 
Drosophile 
 
 
late bloomer Retard de formation des synapses chez 
l’embryon 
(Kopczynski, Davis et al. 1996) 
Sun (CG12143) Dégénérescence rétinienne à la lumière (Xu, Lee et al. 2004) 
Tsp68C Inhibition de de la prolifération anormale 
des hémocytes 
(Sinenko et Mathey-Prevot 
2004) 
 Tspan C8 Perte des soies (Dornier, Coumailleau et al. 
2012) 
C. elegans TSP-15 Perte de l’intégrité épidermique (Moribe, Yochem et al. 2004) 
Levure MgPLS1 Pénétration dans la feuille de l’hôte (Clergeot, Gourgues et al. 2001) 
BcPLS1 Pénétration dans la feuille de l’hôte (Gourgues, Brunet-Simon et al. 
2004) 
Souris CD9 Fusion des gamètes (ovocyte), des 
monocytes, formation des gaines de 
myéline 
(Kaji, Oda et al. 2000, Le 
Naour, Rubinstein et al. 2000, 
Miyado, Yamada et al. 2000, 
Takeda, Tachibana et al. 2003, 
Ishibashi, Ding et al. 2004) 
CD81 Fusion des gamètes (ovocyte), des 
monocytes, fonctions immunologiques, 
taille du cerveau, paludisme 
(Maecker et Levy 1997, 
Miyazaki, Muller et al. 1997, 
Geisert, Williams et al. 2002, 
Silvie, Rubinstein et al. 2003, 
Takeda, Tachibana et al. 2003, 
Rubinstein, Ziyyat et al. 2006) 
CD37 Immunodéficience modérée, lymphomes (Knobeloch, Wright et al. 2000, 
van Spriel, Puls et al. 2004, de 
Winde, Veenbergen et al. 2016) 
Tssc6 Immunodéficience modérée (Tarrant, Groom et al. 2002) 
CD151 Prolifération lymphocytaire, fonctions 
plaquettaires, migration des kératinocytes, 
pathologie rénale 
(Lau, Wee et al. 2004, Wright, 
Geary et al. 2004)(Sachs, Kreft 
et al. 2006) 
Peripherin/RDS Dégénérescence rétinienne (Connell, Bascom et al. 1991, 
Goldberg 2006) 
ROM Dégénérescence rétinienne modérée (Clarke, Goldberg et al. 2000) 
tspan12/Net2 Anomalies des vaisseaux de la rétine, 
microanévrismes, persistance de l’artère 
hyaloïde, anomalie de la vascularisation 
méningée 
(Junge, Yang et al. 2009) 
Penumbra/tspan33 Splénomégalie massive, anémie 
macrocytaire 
(Heikens, Cao et al. 2007) 
CD63 Troubles de la balance hydrique (polyurie 
polydipsie) 
(Schroder, Lullmann-Rauch et 
al. 2009) 
Co-029/tspan8 Diminution de la masse corporelle chez le 
mâle 
(Champy, Le Voci et al. 2011) 
 Tspan3 Protection des CS hématopoïétiques (Kwon, Bajaj et al. 2015) 
Tableau 2 : Phénotypes résultant d’altérations génétiques des tétraspanines (mutations 
spontanées chez l’humain, invalidation génétique dans les modèles animaux) 
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Par ailleurs, les tétraspanines sont impliquées dans différentes pathologies. Des mutations dans 
les gènes de certaines tétraspanines ont été associées à des maladies génétiques, notamment des cas de 
déficit mental lié au chromosome X (Zemni, Bienvenu et al. 2000), ou certaines formes de 
dégénérescence rétinienne (Kohl, Christ-Adler et al. 1997) (Tableau 2).  
Les tétraspanines sont également impliquées dans certaines maladies infectieuses et jouent un rôle 
dans la progression tumorale, qui sera traitée dans un autre chapitre (Charrin, Jouannet et al. 2014).  
4.1. Effets biologiques reliés aux tétraspanines 
4.1.1. Tétraspanines et agents pathogènes 
Les tétraspanines participent à l'infection par plusieurs virus, bactéries ou protozoaires (Monk et 
Partridge 2012). Par exemple, CD81 et TSPAN9 ont récemment été identifiés dans des criblages par 
ARN interférence à la recherche des facteurs de l’hôte pouvant réguler les étapes précoces de 
l’infection respectivement par le virus de la grippe ou le virus Alpha, (Karlas, Machuy et al. 2010, 
Konig, Stertz et al. 2010, Ooi, Stiles et al. 2013). Il a également été suggéré que CD81 et TSPAN9 
réguleraient la fusion virale dans les endosomes (He, Sun et al. 2013, Ooi, Stiles et al. 2013). Il a été 
montré que CD151 contribue à l'endocytose du papillomavirus humain (HPV) 16, un agent étiologique 
du cancer du col de l'utérus (Scheffer, Gawlitza et al. 2013). Cette fonction de CD151 nécessite une 
interaction avec les intégrines (l’intégrine α6 a déjà été identifiée comme un récepteur pour le HPV) et 
la palmitoylation (suggérant une interaction avec d'autres tétraspanines). 
Le CD81 suscite un intérêt particulier car il joue un rôle spécifique dans deux maladies humaines 
majeures. Il est un récepteur essentiel pour la protéine E2 du virus de l'enveloppe de l'hépatite C. 
(VHC) et est indispensable pour l'entrée du parasite du paludisme dans les hépatocytes, la première 
étape du cycle infectieux de Plasmodium chez les mammifères (Silvie, Rubinstein et al. 2003, 
Dubuisson, Helle et al. 2008).  
Le VHC est un petit virus enveloppé, membre du genre Hepacivirus dans la famille des 
Flaviviridae (Lindenbach, Pragai et al. 2007). Son génome est constitué d'une molécule d’ARN simple 
brin en sens positif, d’environ 9,6 kb de longueur. Cet ARN code pour une polyprotéine unique 
composée d'environ 3000 acides aminés, qui est clivée par des protéases cellulaires et virales en trois 
protéines structurales (Core, E1 et E2) et sept protéines non structurales (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, 
NS5A et NS5B). Il est établi que les particules virales ont une nucléocapside contenant l'ARN viral 
entourée d'une enveloppe lipidique dérivée des cellules de l’hôte dans lesquelles les glycoprotéines 
virales E1 et E2 sont intégrées. Ces glycoprotéines d'enveloppe associées aux virions sont organisées 
en grands complexes covalents stabilisés par des ponts disulfures (Vieyres, Thomas et al. 2010). 
L'hétérogénéité et de faibles taux de particules dans le sérum ainsi que l'absence d'un système de 
culture cellulaire permettant efficacement l’amplification in vitro ont longtemps été des obstacles pour 
l'étude de l’entrée du VHC. Par conséquent, les modèles de substitution basés sur l'expression de 
glycoprotéines d'enveloppe, des particules de type viral recombinantes produites dans des cellules 
d'insectes ou des pseudo-particules basées sur le virus de la stomatite vésiculaire ont été développés. 
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Un modèle qui a été très utile est une forme soluble tronquée de la protéine d'enveloppe E2 (sE2), qui 
a facilité l’identification des protéines de surface des cellules impliquées dans l'entrée du VHC, en 
particulier le CD81 (Pileri, Uematsu et al. 1998). Le site d’interaction avec E2 est localisé dans la 
région variable du domaine EC2 de CD81 (Higginbottom, Quinn et al. 2000). L’interaction E2-CD81 
est spécifique puisque E2 ne se fixe pas sur CD9, CD63 ou CD151 (Flint, Maidens et al. 1999). Cette 
interaction est aussi spécifique d’espèce. Cependant, cet outil n’a pas permis des études fonctionnelles 
de l’entrée du virus médiée par E1E2 jusqu’au point de fusion. La première percée pour étudier 
l’entrée du virus a été le développement de pseudo-particules de VHC exprimant les glycoprotéines 
d’enveloppe du VHC (VHCpp). Ces particules sont infectieuses et montrent un tropisme préférentiel 
pour cellules hépatiques. Elles sont neutralisées par des anticorps anti-E2 monoclonaux, ainsi que par 
des sérums provenant de patients infectés (Bartosch, Dubuisson et al. 2003, Hsu, Zhang et al. 2003). 
Les VHCpp ont permis de démontrer que CD81 est nécessaire à l’infection des cellules. En effet, 
l’infectiosité des VHCpp peut être inhibée par des anticorps anti-CD81 (Bartosch, Dubuisson et al. 
2003, Bartosch, Vitelli et al. 2003, Hsu, Zhang et al. 2003), par une forme recombinante soluble du 
domaine EC2 de CD81 (Bartosch, Vitelli et al. 2003, Hsu, Zhang et al. 2003), ou par inhibition de 
l’expression de CD81 par siRNA (Zhang, Randall et al. 2004, Lavillette, Tarr et al. 2005). Mais ces 
pseudo-particules ne sont pas associées à des lipoprotéines et ne reflètent pas nécessairement le 
mécanisme d’entrée naturel. L’évènement le plus important a été le développement de techniques de 
culture cellulaire permettant une amplification efficace du VHC à partir de l’infection de cellules Huh-
7 par le virus d’un patient atteint d’une hépatite C fulminante (Lindenbach, Evans et al. 2005, Wakita, 
Pietschmann et al. 2005, Zhong, Gastaminza et al. 2005). Ces particules appelées VHCcc permettent la 
réalisation du cycle entier de réplication et de production virale. Les particules VHCcc sont 
infectieuses pour des cellules Huh-7 naïves mais aussi pour des chimpanzés et des souris 
immunodéficientes greffées avec des hépatocytes humains. L’infectiosité de ces particules virales peut 
être inhibée par des anticorps anti-CD81 (Cai, Zhang et al. 2005, Lindenbach, Evans et al. 2005, 
Wakita, Pietschmann et al. 2005, Zhong, Gastaminza et al. 2005) ou par une forme soluble du domaine 
LEL de CD81 (Lindenbach, Evans et al. 2005) et l’expression de CD81 est nécessaire pour l’infection 
des cellules HepG2 par ces virions.  
Le rôle de CD81 dans l’entrée du virus n’est cependant pas clair, la fixation à E2 n’étant pas 
suffisante pour l’entrée du virus. Lors de l’infection, les virus s’assemblent par liaison à des facteurs 
d’attachement, suivi d’un processus dans lequel le virus interagit avec une série de facteurs d’entrée 
dont le CD81 et SR-BI (Scarselli, Ansuini et al. 2002). Le virus est endocyté via des vésicules à 
clathrine et après fusion avec des endosomes précoces, l’ARN viral est relargué dans le cytosol. Il est 
traduit, répliqué, les particules sont assemblées en connexion étroite avec la voie de biogenèse des 
VLDL, puis les particules associées aux lipoprotéines sont libérées dans la circulation. Les protéines 
d’enveloppe E1 et E2 forment un complexe présent à la surface des particules virales mais seul E2 est 
impliqué dans la liaison aux récepteurs. Une autre étude décrit le rôle essentiel du complexe CLDN1-
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CD81 (Claudine1-CD81) et sa localisation basolatérale au niveau des hépatocytes polarisés dans 
l’entrée du virus via le sang sinusoïdal en déclenchant le processus d’internalisation (Harris, Davis et 
al. 2010). En effet, le VHC stimulerait le trafic de ses récepteurs afin de promouvoir l’internalisation 
des particules virales, modèle soutenu par d’autres travaux qui montrent une augmentation de la co-
endocytose de CD81 et CLDN-1 (Farquhar, Harris et al. 2011). La mobilisation de CD81 implique 
l’activation de HRas par EGFR, autre cofacteur d’entrée du VHC (Zona, Lupberger et al. 2013). Par 
ailleurs, EWI-2wint (produit de clivage de EWI-2, partenaire direct de CD81) exerce un effet 
inhibiteur de l’infection par VHC et ceci en interagissant avec CD81, interaction nécessitant une 
palmitoylation préalable (Montpellier, Tews et al. 2011). 
CD81 a été aussi la première molécule de l’hôte ayant été montrée comme jouant un rôle essentiel 
dans l’entrée de sporozoïtes de Plasmodium dans les hépatocytes (Silvie, Rubinstein et al. 2003). Ce 
fut d'abord démontré avec le parasite du paludisme de rongeurs dans un modèle in vivo d'infection à 
l'aide de souris délétées pour CD81. Les souris CD81+/+ développent le paludisme après l'inoculation 
de sporozoïtes de P. yoelii alors que les souris CD81-/- souris sont totalement réfractaires à l'infection. 
Des expériences utilisant des hépatocytes primaires isolées de souris sauvages et CD81-/- ont 
démontré que la résistance des souris CD81-/- à l’infection par les sporozoïtes est due à un défaut 
d’invasion productive des hépatocytes, 1ère étape du cycle infectieux du parasite. Des anticorps 
monoclonaux anti-CD81 (mais pas anti-CD9) bloquent complètement l'invasion du parasite lorsqu'il 
est ajouté avant ou en même temps que les sporozoïtes, mais n’ont pas d'effet quand ils sont ajoutés 
après l'achèvement de l'invasion. Les souris CD81-/- restent sensibles à P. yoelii lorsque l'infection a 
été initiée par l'inoculation des érythrocytes infectés, contournant ainsi le foie. Cette observation est 
cohérente avec l'absence d'expression de CD81 sur la surface des globules rouges, et montre que CD81 
est spécifiquement nécessaire pour une infection des hépatocytes. CD81 est également nécessaire pour 
l'infection dans la lignée d’hépatome de souris Hepa1-6, où les anticorps anti-CD81 et l’interférence 
ARN peuvent inhiber l'entrée de sporozoïtes (Silvie, Greco et al. 2006). P. yoelii peut infecter des 
hépatocytes humains, au moins in vitro, et hCD81 a été montré comme étant pleinement fonctionnel 
pour l'invasion par des sporozoïtes de P. yoelii dans les hépatocytes primaires de souris transgéniques 
hCD81 et dans les cellules Hepa1-6 transfectées (Silvie, Greco et al. 2006). Surtout, l'expression 
ectopique de CD81 dans les cellules HepG2 CD81-négative est suffisante pour les rendre pleinement 
sensibles à l'infection par P. yoelii. CD81 est également nécessaire pour l'infection par les sporozoïtes 
de P. falciparum, comme le montre un modèle d'infection d'hépatocytes humains primaires (Silvie, 
Rubinstein et al. 2003). Les anticorps anti-hCD81 (CD81 humain) bloquent presque complètement 
l'infection par P. falciparum d’une manière dose-dépendante, de même que l’interférence ARN. 
L’expression de hCD81 chez des souris transgéniques n'est pas suffisante pour conférer une sensibilité 
à P. falciparum, qui indique que d'autres facteurs expliquent la restriction d’espèce. Alors que 
l'expression ectopique de CD81 était suffisante pour rendre les cellules HepG2 sensibles à l'infection 
par P. yoelii, elle ne rend pas les cellules permissives pour l’infection par P. falciparum, montrant là 
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encore que d'autres molécules sont spécifiquement nécessaires à l'infection par le parasite humain. 
Bien qu’étroitement relié à P. yoelii, le parasite de rongeurs P. berghei infecte HepG2 aussi 
efficacement que HepG2/CD81, montrant que ce parasite peut utiliser des voies CD81-indépendantes 
pour entrer dans les cellules (Silvie, Charrin et al. 2006). 
Aucune interaction directe entre CD81 et le parasite n’a cependant été mise en évidence ce qui 
suggère que CD81 ne jouerait pas le rôle de récepteur mais aurait un rôle indirect dans l’infection. Il a 
été montré qu’une région autour du résidu D137, dans un domaine conservé, (indépendante du site de 
reconnaissance de la protéine E2 de HCV) était déterminante pour l’infection par le parasite (Yalaoui, 
Zougbede et al. 2008). L’implication des microdomaines à tétraspanines est suggérée par plusieurs 
observations : 1) l’utilisation d’un anticorps anti-CD81 qui reconnaît cette molécule uniquement 
lorsqu’elle est associée à d’autres, 2) la modulation du niveau de cholestérol, qui affecte le niveau 
d’organisation des microdomaines à tétraspanines et entraîne parallèlement des modifications de 
l’infection (Silvie, Rubinstein et al. 2003) et finalement 3) l’implication de CD9P-1 (partenaire direct de 
CD81) qui régule négativement l’infection des hépatocytes (Charrin, Le Naour et al. 2009). 
L'implication des tétraspanines dans l'infection par le VIH a été largement étudiée. Plusieurs 
tétraspanines sont recrutées au site de bourgeonnement du VIH (Krementsov, Weng et al. 2009) et sont 
incorporées dans la membrane virale sans qu’un rôle actif dans le processus de sortie ait pu être 
démontré (Thali 2009, Monk et Partridge 2012). Toutefois, la présence de tétraspanines sur les sites de 
sortie et dans les particules virales inhibe, dans une certaine mesure, l'infection par le virus à une étape 
postérieure d’attachement, ainsi que la formation de syncytium induite par le virus (Gordon-Alonso, 
Yanez-Mo et al. 2006, Krementsov, Weng et al. 2009). 
L’implication des tétraspanines dans des infections virales chez l’animal a été mise en évidence 
comme dans l’infection par le virus de l’immunodéficience féline (VIF) (Willett, Hosie et al. 1997) ou 
l’infection par le virus de la maladie de Carré (CDV, Canine Distemper Virus), un morbillivirus qui 
infecte les canidés (Loffler, Lottspeich et al. 1997). CD9 pourrait aussi participer à la pathogénie de la 
diphtérie. En effet, comme nous l’avons déjà mentionné précédemment, CD9 est associé au précurseur 
du facteur de croissance HB-EGF (pro-HB-EGF). HB-EGF est le récepteur de la toxine diphtérique, 
qu’il soit sous forme de précurseur membranaire ou de facteur soluble (Hooper et Eidels 1995, 
Mitamura, Higashiyama et al. 1995). L’interaction de la toxine avec le précurseur membranaire permet 
son internalisation par la cellule et l’apparition de son effet toxique (Naglish, Metherall et al. 1992). A 
l’inverse, la forme soluble de HB-EGF piège la toxine, la rendant inactive (Hooper et Eidels 1995) 
avec comme conséquence l’inhibition de l’activité d’HB-EGF en tant que facteur de croissance 
(Mitamura, Higashiyama et al. 1995). Il est donc possible que CD9 intervienne soit en modifiant la 
conformation du pro-HB-EGF, ce qui démasque de nouveaux sites de fixation pour la toxine, soit en 
concentrant ce récepteur au sein des microdomaines enrichis en tétraspanines permettant ainsi des 
interactions de forte avidité avec la toxine diphtérique.  
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4.1.2. Fusion cellulaire et remaniements membranaires 
Plusieurs tétraspanines jouent un rôle dans des processus impliquant des phénomènes de 
remaniement membranaire nécessaires à la fusion cellulaire. L’exemple le plus marquant est le rôle de 
CD9 dans la fusion des gamètes.  
Les premières données suggérant l'implication de la tétraspanines CD9 dans les propriétés 
fusogènes de l'oolemme ont été fournies par des expériences réalisées in vitro en utilisant un anticorps 
monoclonal anti-CD9, JF9 (Chen et Sampson 1999) qui a révélé la présence de CD9 réparti à la 
surface de l'ovocyte et l'inhibition de la fusion des gamètes par cet anticorps. Le rôle essentiel de CD9 
a ensuite été confirmé par trois équipes différentes qui ont généré des souris mutantes dans lesquelles 
le gène CD9 a été inactivé (Kaji, Oda et al. 2000, Le Naour, Rubinstein et al. 2000, Miyado, Yamada 
et al. 2000). Les souris femelles CD9-/- présentent une fécondité très réduite (d’au moins 95%). 
L’analyse in vivo a révélé un comportement d'accouplement normal de la souris femelle CD9-/- et la 
présence de nombreux spermatozoïdes dans leurs oviductes. Cependant, les ovules matures récupérés 
dans le tractus génital 0,5 jours après l'accouplement n'étaient pas fécondés et présentaient plusieurs 
spermatozoïdes dans l'espace périvitellin suggérant un défaut de fusion. Les essais de fécondation in 
vitro ont confirmé l'incapacité de la membrane de l'ovocyte sans CD9 à fusionner avec le 
spermatozoïde, le taux de fécondation allant de 0% à 4% contre 96% à 98% pour les ovocytes de 
souris sauvage en dépit d'une adhérence apparemment normale. Cela a été confirmé par injection intra-
cytoplasmique de sperme dans les ovocytes délétés en CD9 qui ont un développement normal (Miyado, 
Yamada et al. 2000). De plus, le défaut de fécondation des ovocytes sans CD9 est corrigé par injection 
intra-cytoplasmique d’ARNm codant pour CD9 (Kaji, Oda et al. 2002). Un motif SFQ présent dans la 
région variable du domaine EC2 de CD9 est nécessaire lors de la fusion des gamètes (Zhu, Miller et al. 
2002). Une forme recombinante du domaine EC2 de CD9 est capable de bloquer la fusion quand elle 
est incubée avec les ovocytes, qui expriment CD9, mais pas avec les spermatozoïdes. Cela suggère que 
CD9 n’interagit pas en trans avec un ligand sur les spermatozoïdes mais intervient au cours de la 
fusion des gamètes, probablement en modulant en cis l’activité d’une molécule partenaire sur 
l’ovocyte (Zhu, Miller et al. 2002). 
Une approche biophysique permettant la mesure directe des forces d'interaction impliquées dans 
l'adhésion entre deux cellules ainsi qu'entre deux molécules, le Biomembrane Force Probe (BFP), a été 
adaptée à l'étude de l'adhésion entre un spermatozoïde et un ovocyte. L'ovocyte sauvage est capable de 
générer 2 types d'adhésion: élastique et visco-élastique (Jegou, Ziyyat et al. 2011). Les résultats 
révèlent que l'adhésion élastique a disparu de la surface des ovocytes issus de souris invalidées pour le 
gène de CD9 (Chalbi, Barraud-Lange et al. 2014). 
Une autre tétraspanine, CD81 (plus de 40% d'identité d'acides aminés avec CD9), est également 
exprimée à la surface de l’ovocyte de souris. Les souris femelles dont le gène CD81 a été inactivé ont 
également une réduction globale de la fertilité, mais moindre, de l’ordre de 40% (Rubinstein, Ziyyat et 
al. 2006). Il s’agit également d’un défaut de fusion. L’injection d’ARNm codant pour CD81, bien que 
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moins efficace que celle de l’ARNm de CD9, permet de restaurer partiellement la capacité d’ovocytes 
déficients en CD9 à fusionner avec les spermatozoïdes (Kaji, Oda et al. 2002). La double délétion 
CD9/CD81 aboutit à une stérilité complète de la femelle alors que les mâles sont parfaitement fertiles. 
Il doit être noté que, bien que CD151 puisse jouer un rôle dans la fusion des gamètes humains (Ziyyat, 
Rubinstein et al. 2006), les souris mutantes CD151-/- sont normalement fertiles (Wright, Geary et al. 
2004). Pour ce qui concerne les mécanismes, il a été montré que l’expression de CD9 sur l’ovocyte est 
nécessaire à la formation de villosités d’aspect et de distribution normaux (Runge, Evans et al. 2007). 
Une autre étude rapporte que le CD9 contrôle la formation, sur l’ovocyte, de clusters contenant CD151 
et l’un de ses partenaires moléculaires l’intégrine α6β1. Ce complexe primaire semble impliqué dans 
la fusion avec le spermatozoïde puisqu’un anticorps anti-CD151 bloque partiellement ce mécanisme 
sur les ovocytes humains (Ziyyat, Rubinstein et al. 2006).  
Dans d’autres systèmes, il semblerait que CD9 ou CD81 aient un effet négatif sur la fusion  
cellulaire (Fukudome, Furuse et al. 1992, Imai, Fukudome et al. 1992, Willett, Hosie et al. 1997, 
Tachibana et Hemler 1999, Schmid, Zurbriggen et al. 2000). Notre laboratoire a montré que la 
régénération musculaire des souris délétées en CD9 ou CD81 est anormale et caractérisée par la 
formation de myofibres dystrophiques géantes qui se forment plus rapidement en l'absence des deux 
tétraspanines. Dans les myoblastes, comme dans les autres types cellulaires, les deux tétraspanines 
s’associent à la molécule CD9P-1 (EWI-F/FPRP). La greffe de myoblastes déplétés en CD9P-1 
pendant la régénération des muscles conduit également à une régénération anormale. Ces molécules 
dévoilent un mécanisme empêchant la fusion inappropriée de myotubes qui joue un rôle important 
dans la restitution de l'architecture musculaire normale lors de la régénération musculaire (Charrin, 
Latil et al. 2013). 
De même il a été montré que l’expression de CD9 et/ou CD81 exerce un rôle inhibiteur sur la 
fusion des macrophages (Takeda, Tachibana et al. 2003). En accord avec ces données, il a été rapporté 
que la surexpression de CD9 ou CD81 diminue la formation de syncytium induite par le VIH-1 alors 
que la réduction de leur expression par interférence ARN entraîne une augmentation de la fusion 
cellule-cellule induite par le VIH-1 (Gordon-Alonso, Yanez-Mo et al. 2006). L’ensemble de ces 
données suggére que CD9 et CD81 ne participent pas directement à la fusion des membranes 
cellulaires mais interviennent plutôt dans la régulation des phénomènes de fusion. 
D’autres phénomènes de remaniements membranaires impliquent des tétraspanines, CD9 au cours 
de la différenciation des mégacaryocytes humains (Clay, Rubinstein et al. 2001) ou CD63 lors de la 
dégranulation des mastocytes induite via le récepteur de haute affinité pour les immunoglobulines E 
(FcγRI) (Fleming, Donnadieu et al. 1997). Il a également été montré que l’engagement de CD82, en 
plus d’amplifier les signaux d’activation du récepteur des cellules T (TCR), induit l’adhérence, 
l’étalement et le développement d’extensions membranaires des lymphocytes T par un mécanisme 
impliquant la polymérisation de l’actine et les Rho-GTPases (Lagaudriere-Gesbert, Lebel-Binay et al. 
1998, Delaguillaumie, Lagaudriere-Gesbert et al. 2002). L’ensemble de ces observations suggère que 
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les microdomaines à tétraspanines sont impliqués dans des réorganisations membranaires complexes 
aboutissant à des phénomènes de fusion inter- ou intracellulaire. 
4.1.3. Tétraspanines et système immunitaire 
L’implication de plusieurs tétraspanines dans la réaction immunitaire a été rapportée. Elle 
concerne différentes phases de la réponse aussi bien au niveau de l’immunité innée que de l’immunité 
adaptative (Levy et Shoham 2005, Wright et Levy 2013). 
4.1.3.1. Immunité innée 
Les cellules de l’immunité innée telles que les cellules présentatrices d’antigène ne sont pas 
activées spontanément mais requièrent la liaison de motifs moléculaires appelés PAMPs (Pathogens 
Associated Molecular Patterns) sur des récepteurs particuliers, les PRR (Pattern Recognition 
Receptors). Les TLR (Toll-Like Receptors) ou la Dectine-1 font partie des PRR exprimés sur les 
cellules du système immunitaire. Les souris déficientes en CD9 ont une réaction exagérée aux 
agonistes de TLR4 tel que le LPS (Suzuki, Tachibana et al. 2009), une injection intranasale de LPS 
déclenchant une hyper-réaction inflammatoire pulmonaire par excès de sécrétion de TNFα. Il est 
possible que le mécanisme moléculaire repose sur l’association de CD9 à CD14 (Suzuki, Tachibana et 
al. 2009) qui est un corécepteur de TLR4, une hypothèse étant que CD9 séquestre CD14 inhibant ainsi 
son interaction avec TLR4. De même les macrophages de souris déficientes en CD37, ont une 
sensibilité accrue aux agonistes de la Dectine-1 (Meyer-Wentrup, Figdor et al. 2007) qui est un 
partenaire moléculaire de CD37 et dont l’expression à la surface dépend de CD37. Les souris CD37-/- 
sont résistantes à l’infection par la levure Candida Albicans mais un autre mécanisme pourrait être 
impliqué (voire immunité adaptative) (Figdor et van Spriel 2010). 
Un autre aspect concerne le traffic leucocytaire qui pourrait être modulé par la capacité des 
tétraspanines  à favoriser la présentation de « clusters » à haute affinité des molécules d’adhérence aux 
intégrines telles que VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule) et ICAM-1 (Intercellular Adhesion 
Molecule)  (Barreiro, Zamai et al. 2008). 
Pour ce qui est de la présentation antigénique, il a été montré que les tétraspanines CD9, CD37, 
CD53, CD81 et CD82 sont associées avec les molécules présentatrices de peptide du MHC, MHC II 
mais aussi MHC I. La tétraspanine CD63 s’associe aux molécules MHC II dans des vésicules 
intracellulaires (c’est un marqueur des lysosomes et des vésicules endocytaires précoces) (Pols et 
Klumperman 2009) et dans les compartiments enrichis en MHC II (MIICs). On la retrouve également 
dans les vésicules enrichies en MHC II. Toutefois les souris déficientes en CD63 ne présentent pas 
d’altération de la présentation antigénique (Schroder, Lullmann-Rauch et al. 2009). La tétraspanine 
CD82 est également retrouvée dans les MIICs sans que des effets fonctionnels aient été rapportés. 
L’existence d’un complexe supramoléculaire associant les tétraspanines CD82, CD9 et CD81 à 
MHC, CD86 et HLA-DM a été décrite  (Kropshofer, Spindeldreher et al. 2002). Il pourrait présenter 
un répertoire peptidique restreint et pourrait ainsi jouer un rôle critique dans la réponse immunitaire en 
favorisant le « clustering » de MHC  nécessaire à la présentation antigénique. Malheureusement 
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aucune étude n’a été rapportée dans les souris déficientes pour ces tétraspanines ce qui ne permet pas 
de valider la signification biologique de ces observations. Seules ont été étudiées les fonctions des 
tétraspanines CD37 et CD151 dans les souris inactivées pour les gènes de ces protéines et le 
phénotype est celui d’une hyperréactivité des cellules dendritiques. 
4.1.3.2. Immunité adaptative 
De la même manière les tétraspanines peuvent intervenir à différentes phases de la réponse 
immunitaire adaptative.  
Le ciblage des tétraspanines CD9 et CD81 par des anticorps monoclonaux (Tai, Yashiro et al. 
1996, Witherden, Boismenu et al. 2000) peut déclencher un signal de costimulation chez la souris 
aussi important que celui de CD28, ce qui a été confirmé par l’utilisation de lymphocytes de souris 
CD28-/- qui a également permis de montrer que le mécanisme était différent de CD28. Chez l’homme, 
des différences de costimulation par rapport à CD28 sont probablement liées en partie à la distribution 
différente de CD9 et CD81 sur les sous-populations lymphocytaires. Des signaux de costimulation ont 
également été décrits en ciblant les tétraspanines CD63 et CD82. 
Le rôle des tétraspanines dans la synapse immunologique a également été abordé. Il semble que 
CD9 accentue la formation de conjugués de lymphocytes T et d’APC en présence de superantigènes 
(Zilber, Setterblad et al. 2005). L’observation de la synapse immunitaire entre des lignées de cellules B 
et T induite par un superantigène montre une redistribution de CD81 à la périphérie de la synapse 
(Mittelbrunn, Yanez-Mo et al. 2002). 
Les indications les plus convaincantes du rôle des tétraspanines dans l’immunité relèvent des 
analyses in vivo, soit l’analyse des invalidations géniques chez la souris, soit l’étude de rares 
mutations humaines. Le système immunitaire a été étudié dans plusieurs modèles de déficit en 
tétraspanines (Tableau 2). 
Les souris CD63-/- n’ont apparemment aucune anomalie immunologique. Les souris CD9-/- 
n’ont que de très discrètes anomalies malgré une expression très forte sur la lignée lymphocytaire B. 
Seule une légère augmentation de cellules sécrétrices d’IgM dans les centres germinaux a été signalée 
(Cariappa, Shoham et al. 2005). Les lymphocytes T des souris CD151-/- ont une hyperréactivité en 
réponse à une stimulation in vitro. 
Des anomalies plus importantes ont été rapportées pour les tétraspanines CD37, CD81 et Tssc6. 
Souris CD37-/- 
Les réponses humorales à IgG T-dépendantes sont très réduites (Knobeloch, Wright et al. 2000). 
Les cellules répondent normalement à des mitogènes des cellules B. Le nombre de plasmocytes 
sécrétant des immunoglobulines G (IgG) dans les organes lymphoïdes est réduit par rapport à celui de 
souris sauvages, ce qui est attribué à l'augmentation de l'apoptose des cellules plasmatiques dans les 
centres germinatifs de la rate, zones dans lesquelles les cellules B prolifèrent et sont sélectionnées. 
CD37 est nécessaire à la survie des plasmocytes sécrétant des IgG, en réponse à la liaison de VCAM 1 
à l'intégrine α4β1. L’altération de la signalisation d’Akt α4β1-dépendante dans les plasmocytes 
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sécréteurs d’IgG de souris CD37-/- est la cause de l’altération de la survie plasmocytaire. La 
redistribution à la membrane d’α4β1 sous le contrôle de CD37 est probablement nécessaire à une 
activation adaptée de la voie Akt. (van Spriel, de Keijzer et al. 2012)  
Il y a d’autre part un excès de la réponse de type IgA, responsable de la résistance à l’infection 
par Candida Albicans (Figdor et van Spriel 2010). 
Les lymphocytes T CD37-/- sont hyperprolifératifs en réponse à une stimulation. Le mécanisme 
moléculaire n’est pas élucidé malgré des études approfondies mais une augmentation de 
l’autophosphorylation  de la tyrosine kinase Lck pourrait être impliquée en l’absence de CD37 (van 
Spriel, Puls et al. 2004). 
Souris CD81-/- 
CD81 est impliqué dans le trafic de CD19 vers la surface cellulaire qui est réduite d’au moins 
50% en l’absence de CD81 (Maecker et Levy 1997, Miyazaki, Muller et al. 1997, Tsitsikov, Gutierrez-
Ramos et al. 1997). Il semblerait que seule la région TM1 de CD81 soit nécessaire à cette expression 
membranaire bien que d’autres domaines de CD81 puissent interagir avec CD19. CD81 contrôle en 
particulier la sortie de CD19 du réticulum endoplasmique (Shoham, Rajapaksa et al. 2003, Shoham, 
Rajapaksa et al. 2006).  
Chez la souris CD81-/-, on observe une hyperréactivité des lymphocytes B lors de la stimulation 
in vitro et in vivo (Sanyal, Fernandez et al. 2009). 
Pour ce qui est des lymphocytes T, les souris CD81-/- ont une altération de la réponse Th2 (T 
helper 2) (Maecker 2003) résultant d’une altération de l’interaction entre lymphocytes T et B. liée à 
une production réduite d’IL4 par les lymphocytes Th2 (Deng, Dekruyff et al. 2002). Les lymphocytes 
T ont également une réponse hyperproliférative suite à une stimulation. 
Souris Tssc6/Tspan32-/- 
Les lymphocytes T des souris Tssc6/Tspan32-/- ainsi que les cellules dendritiques sont 
hyperprolifératifs en réponse à une stimulation.  Il semble y avoir une coopération CD37/Tssc6 
puisque les doubles invalidations conduisent à un phénotype plus accentué. 
Les seuls exemples de mutations des tétraspanines affectant le système immunitaire chez 
l’homme concernent les tétraspanines CD81 et CD53. Dans les 2 cas, on observe un déficit 
immunitaire. Seul le cas de mutation dans le gène de CD81 a pu être étudié. Il s’agit d’une mutation 
dans le site d’épissage en aval de l’exon 6 qui entraîne la formation d’une molécule tronquée dans le 
domaine EC2 (un seul pont disulfure et pas de TM4) (van Zelm, Smet et al. 2010). Le déficit 
immunitaire observé est beaucoup plus important que chez la souris et plusieurs mécanismes peuvent 
être invoqués mais le fait marquant est une séquestration dans le réticulum avec une réduction quasi-
complète de l’expression de CD19 à la surface des lymphocytes B. 
4.1.4. Autres organes et cellules 
En dehors de l’association des tétraspanines à ces grandes pathologies ou fonctions, il existe de 
nombreux autres exemples dans lesquels les tétraspanines ont été montrées comme impliquées dans la 
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fonction d’organes ou de cellules particulières. Nous ne donnerons ici que quelques exemples 
représentatifs des observations réalisées dans ce domaine.  
4.1.4.1. Système rénal 
Les pathologies rénales associées aux tétraspanines concernent la tétraspanine CD151. Trois 
laboratoires ont produit des souris déficientes pour cette tétraspanine (Wright, Geary et al. 2004, Sachs, 
Kreft et al. 2006, Takeda, Kazarov et al. 2007). Une des études montre des anomalies dans le 
fonctionnement des reins et il est suggéré que CD151 participe au réassemblage correct des 
membranes basales des cellules épithéliales présentes dans les glomérules rénaux suite à un stress 
mécanique. En effet, le CD151 s’associe à l’intégrine α3 au niveau des podocytes et promeut 
l’adhérence à la laminine. La suppression de CD151 engendre une baisse des forces adhésives par un 
phénomène de redistribution de l’intégrine α3β1 à l’interface cellule-matrice (Sachs, Claessen et al. 
2012). Les différences de résultat observées entre les laboratoires sont liées au fond génétique des 
souris, les souris C57Bl/6 ne présentant pas d’insuffisance rénale alors que les souris mutées FVB en 
sont atteintes. On peut induire la maladie chez les souris résistantes en augmentant la pression 
artérielle et prolonger la vie des souris FVB en les traitant par des inhibiteurs d’enzyme de conversion 
de l’angiotensine (Sachs, Claessen et al. 2012). Chez l’homme une mutation induisant une forme 
tronquée du CD151 ne pouvant s’associer aux intégrines a été mise en évidence (Karamatic, Burton et 
al. 2004). Les patients sont atteints d'épidermolyse bulleuse prétibiale, de surdité et développent une 
néphropathie glomérulaire. Ces symptômes sont retrouvés et sont souvent plus sévères dans le cas de 
mutations de l'intégrine α6β4 humaine et de la sous-unité α3 de l'intégrine murine, ce qui est en faveur 
de l’idée que ces symptômes sont liés à l’altération de fonctions communes aux intégrines et au 
CD151 (Gil, Brown et al. 1994, Kreidberg, Donovan et al. 1996, DiPersio, Hodivala-Dilke et al. 1997, 
Ruzzi, Gagnoux-Palacios et al. 1997).  
4.1.4.2. Système nerveux 
Pour ce qui concerne le cerveau, malgré l’expression de nombreuses tétraspanines, il n’existe que 
peu de données reliant des mutations de tétraspanines à des pathologies cérébrales, que ça soit chez 
l’homme ou dans des modèles expérimentaux de souris mutées. Toutefois, les souris déficientes pour 
CD81 présentent une augmentation de la taille du cerveau accompagnée d’une augmentation du 
nombre d’astrocytes et de cellules de la microglie (Geisert, Williams et al. 2002). Ceci corrèle avec des 
travaux récents qui montrent que le CD81 inhibe la prolifération des astrocytes in vitro en induisant un 
blocage G0/G1 (Ma, Liu et al. 2010). CD9, tspan2 et tspan3 sont exprimés sur les gaines de myélines 
(Bronstein, Tiwari-Woodruff et al. 2000) et Tspan5 est exprimée à des niveaux importants dans les 
structures corticales du cerveau (Garcia-Frigola, Burgaya et al. 2000). Leur importance physiologique 
dans le cerveau est suggérée par les effets des anticorps anti-CD9, anti-CD81 et anti-CD151 sur la 
croissance des neurites (Schmidt, Kunemund et al. 1996, Stipp et Hemler 2000).  
Il existe par contre plusieurs pathologies de la rétine reliées à des mutations de tétraspanines. 
L’exemple le plus remarquable est celui de Péripherine/RDS et ROM qui sont des tétraspanines très 
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particulières et d’expression restreinte. Elles sont localisées sur la bordure des disques du segment 
externe des photorécepteurs. Ces disques formés par invagination de la membrane plasmique 
s’empilent dans le segment externe et contiennent la rhodopsine, le pigment qui permet la conversion 
du signal lumineux en un signal chimique et électrique transmissible par les cellules nerveuses vers le 
cortex visuel. Les particularités structurales de ces tétraspanines ont été indiquées précédemment. Des 
mutations multiples tout au long de la molécule Péripherine/RDS montrent qu’il n’est pas possible de 
systématiser les mutations qui induisent des maladies dégénératives de la rétine, notamment de type 
rétinite pigmentaire (Goldberg 2006). De manière intéressante la partie C-ter de plus de 50 acides 
aminés comporte une hélice amphiphatique qui peut induire une courbure membranaire, cohérente 
avec la position de ces tétraspanines dans les disques (Khattree, Ritter et al. 2013). 
Une autre tétraspanine concernée par les pathologies rétiniennes est Tspan12 dont les mutations 
pathogènes induisent une vitréorétinopathie exsudative. Le mécanisme a été partiellement éclairci 
comme nous le verrons dans la section sur la signalisation (Ye, Wang et al. 2010).  
4.2. Bases moléculaires des propriétés biologiques des tétraspanines 
D’une manière générale, les tétraspanines n’agissent pas en tant que récepteurs membranaires et 
ne semblent pas impliquées directement dans la signalisation. Par contre elles agissent à différents 
niveaux dans la fonction des molécules associées.  
4.2.1. Trafic moléculaire 
Il existe plusieurs exemples de régulation du trafic moléculaire par les tétraspanines. Le CD81 est 
nécessaire à l’expression maximale de son partenaire CD19 à la surface des lymphocytes B (Maecker 
et Levy 1997, Miyazaki, Muller et al. 1997, Tsitsikov, Gutierrez-Ramos et al. 1997, Shoham, 
Rajapaksa et al. 2003) (Voir Tétraspanines et système immunitaire). Par la présence d’un motif 
d’internalisation à base de tyrosines, une fonction importante de CD63 consiste à faciliter 
l’internalisation de ses partenaires et leur ciblage dans les endosomes tardifs. De telles protéines 
comprennent la synaptotagmine 7, une protéine essentielle dans la régulation de l’exocytose 
lysosomale et la réparation de la membrane (Flannery, Czibener et al. 2010);  le CXCL12/SDF-1 
(stromal cell-derived factor 1) ; le co-récepteur CXCR4 (Chemokine CXC motif Receptor 4), une 
protéine indispensable à l'entrée du VIH dans les cellules cibles (Yoshida, Kawano et al. 2008); la 
pompe Sodium-proton (H+/K+ATPase) responsable de l’acidité gastrique, pour laquelle CD63 permet 
son maintien dans un compartiment intracellulaire des cellules pariétales de l’estomac et sa 
translocation membranaire lors de l’activation (Duffield, Kamsteeg et al. 2003, Codina, Li et al. 2005) 
et PMEL17 (également connue sous le nom de PMEL), impliqué dans la mélanogénèse (van Niel, 
Charrin et al. 2011). Les tétraspanines peuvent également moduler le trafic de leurs partenaires au 
niveau de la voie sécrétoire. Par exemple, les TspanC8 (l’ensemble des membres de la sous-famille de 
tétraspanines à 8 cystéines regroupant Tspan5, Tspan17, Tspan14, Tspan15, Tspan10 et Tspan33) 
interagissent avec la métalloprotéase ADAM10 et ainsi régulent sa sortie du réticulum endoplasmique 
et son ciblage sur les endosomes tardifs ou sur la membrane (Dornier, Coumailleau et al. 2012, 
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Haining, Yang et al. 2012, Prox, Willenbrock et al. 2012). En effet ADAM10 est nécessaire pour le 
clivage de Notch et donc la libération de son domaine cytoplasmique, un co-facteur transcriptionnel. 
Ainsi certaines TspanC8s jouent un rôle dans la régulation de la voie de signalisation Notch en 
modulant l’expression membranaire de son partenaire ADAM10. Il est intéressant de noter que ces 
interactions sont conservées dans l’évolution et que ces TspanC8s sont capables de réguler la 
signalisation de Notch de la même façon dans D. melanogaster et C. elegans (Dunn, Sulis et al. 2010, 
Dornier, Coumailleau et al. 2012). 
4.2.2. Régulation du clivage protéolytique 
Les tétraspanines s’associent à plusieurs protéases membranaires et régulent la fonction de 
plusieurs d’entre elles comme les protéases ADAM, la γ-secrétase et la MT1-MMP. La MT1-MMP 
présente une activité protéolytique dirigée vers des protéines de la matrice extra-cellulaire et son 
activité est augmentée dans de nombreuses tumeurs. En fonction des types cellulaires et des 
tétraspanines concernées, des résultats opposés ont été observés, une association avec CD63 qui induit 
sa dégradation dans les lysosomes (Takino, Miyamori et al. 2003), une interaction avec CD151 dans 
les cellules endothéliales qui réduit son activité (Yanez-Mo, Barreiro et al. 2008) et une association 
avec CD9, CD81 et Tspan12 dans des cellules tumorales qui accentue son activité (Lafleur, Xu et al. 
2009). 
La tétraspanine CD9 est associée aux formes membranaires précurseurs de certains ligands du 
récepteur de l’EGF (Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR) qui sont le pro-TGFα, le pro-HB-EGF 
et la pro-amphiréguline. L’association à CD9 augmente l’activité de ces ligands dans les phénomènes 
de signalisation juxtacrine (Higashiyama, Iwamoto et al. 1995, Inui, Higashiyama et al. 1997, Shi, Fan 
et al. 2000) par un mécanisme non élucidé qui pourrait impliquer l’inhibition du clivage de ces ligands 
membranaires (Shi, Fan et al. 2000).  
Pour ce qui est de l’association des TspanC8 avec ADAM10, les données sont complexes dans la 
mesure où ces tétraspanines peuvent réguler la fonction d’ADAM10 non seulement en agissant sur le 
trafic de la molécule, mais aussi sur sa compartimentation membranaire ce qui peut changer la nature 
des cibles en fonction de la tétraspanine associée. Il a été récemment montré que non seulement 
Tspan5 et Tspan15 peuvent moduler l’expression d’ADAM10 et par conséquent la fonction de Notch 
de manière opposée mais également moduler la nature des substrats d’ADAM10 à la surface cellulaire. 
Par exemple, Tspan5 dans les cellules U2OS module le clivage de CD44 mais pas celui d’APP ou de la 
N-Cadhérine alors que Tspan15 a une action inverse (Jouannet, Saint-Pol et al. 2015).  
4.2.3. Liaison des récepteurs associés à leurs ligands 
L’interaction la plus étudiée est probablement celle de la tétraspanine CD151 qui s’associe aux 
intégrines α3β1, α6β1, α6β4 et α7β1 (Sterk, Geuijen et al. 2002). Des mutations du site d’interaction de 
CD151 avec les intégrines α3β1 et α6β1, n’altèrent pas la capacité des cellules à adhérer au substrat 
mais entraînent la perte de la capacité à s’étaler et à former des structures en câbles dans le matrigel 
(Kazarov, Yang et al. 2002). Des mutations dans l’extrémité cytoplasmique C-terminale de CD151 
 33 
 
diminuent la force d’adhérence de l’intégrine α6β1 sur son ligand, la laminine, ce qui se traduit par un 
retard de l’étalement des cellules sur ce substrat, ou encore par une inhibition de la formation des 
structures d’actine en câbles (Zhang, Kazarov et al. 2002, Lammerding, Kazarov et al. 2003). Il a été 
aussi montré que l’association à CD151 stabilise la conformation active de l’intégrine α3β1 (Nishiuchi, 
Sanzen et al. 2005). La délétion de CD151 chez la souris ou des mutations chez l’homme sont 
responsables de pathologies cutanées et rénales (Karamatic, Burton et al. 2004, Sachs, Kreft et al. 
2006). Au niveau des kératinocytes, il y a une altération des hémidesmosomes qui permettent leur 
attachement à la membrane basale via l’intégrine α6β4 associée à CD151. Les anomalies podocytaires 
des souris à fond génétique FVB sont analogues à celles induites par la déficience en α3β1 (Kreidberg, 
Donovan et al. 1996, Sachs, Claessen et al. 2012). 
L’effet de CD151 sur la force de l’adhésion des intégrines partenaires pourrait donc expliquer 
l’ensemble des effets de cette tétraspanine sur l’étalement, la migration cellulaire et la force 
d’attachement des cellules par l’intermédiaire d’intégrines localisées dans des structures spécialisées. 
Enfin, l’association à CD81 facilite l’adhérence des cellules leucocytaires sur VCAM-1 (Vascular 
Cell-Adhesion Molecule) en augmentant l’avidité d’interaction de l’intégrine α4β1 pour VCAM-1, 
sans modifier l’affinité de l’intégrine pour son ligand (Feigelson, Grabovsky et al. 2003).   
CD9 augmente l’activité juxtacrine du pro-HB-EGF (Higashiyama, Iwamoto et al. 1995), ce qui 
n’est pas observé avec d’autres tétraspanines comme CD63, CD81 et CD82 auxquelles pro-HB-EGF 
est probablement indirectement associé via CD9 (Nakamura, Mitamura et al. 2000). Comme 
mentionné précédemment, CD9 rend aussi possible la fixation de la toxine diphtérique sur son 
récepteur constitué par la forme membranaire du pro-HB-EGF (Iwamoto, Higashiyama et al. 1994).  
4.2.4. Effet sur la transduction des signaux par les molécules partenaires 
Du fait de la forte association entre les tétraspanines et les intégrines, beaucoup de travaux ont 
porté sur la signalisation en aval de ces molécules et leurs conséquences sur les fonctions cellulaires 
liées aux intégrines comme l’adhérence ou la migration. Ainsi, la présence d'anticorps anti-
tétraspanines module la phosphorylation de la protéine FAK (Focal Adhesion Kinase), kinase activée 
dans la signalisation des intégrines (Berditchevski et Odintsova 1999). D'autre part, l'activation des 
PKCα/βII par un traitement aux esters de phorbol induit leur translocation à la membrane et leur 
association aux tétraspanines CD9, CD53, CD81, CD82 et CD151 (Zhang, Bontrager et al. 2001). Or, 
la phosphorylation de la sous-unité α3 des intégrines par la PKC joue un rôle prépondérant dans la 
migration et l'adhérence cellulaire induite par les intégrines α3β1 (Zhang, Bontrager et al. 2001).  
Il a également été montré que les tétraspanines modulent la signalisation en aval de récepteurs à 
activité tyrosine kinase tels qu’EGFR (Epidermal Growth Factor), ErbB2 (Receptor tyrosine-protein 
kinase erbB-2), c-MET/HGFR (hepatocyte growth factor receptor) et VEGFR-3 (vascular endothelial 
growth factor receptor) (Odintsova, Voortman et al. 2003, Sridhar et Miranti 2006, Takahashi, Sugiura 
et al. 2007). Par exemple la surexpression du CD82 entraîne une diminution de l’activation de la 
signalisation induite par le récepteur de l’EGF (Odintsova, Sugiura et al. 2000, Murayama, Shinomura 
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et al. 2008, Franco, Muratori et al. 2010, Iwasaki, Takeda et al. 2013, Novitskaya, Romanska et al. 
2014) et par le récepteur du HGF (c-Met ou MET ou HGFR) (Takahashi, Sugiura et al. 2007). La 
délétion de CD9 dans les cellules endothéliales lymphatiques peut induire une diminution de 
l’activation de la signalisation médiée par VEGFR-3 et ainsi les signalisations en aval comme ERK et 
p38 en entrainant un défaut en lymphangiogénèse in vivo (Iwasaki, Takeda et al. 2013).  
Deux études récentes combinant biochimie et analyses génétiques ont mis en évidence la capacité 
des tétraspanines à réguler la fonction des complexes oligomériques associés sans influence apparente 
sur le trafic de leur partenaire. La première étude a montré que dans C. elegans TSP-15 s’associe aux 
protéines transmembranaires de la voie dual oxydase (DUOX), BLI-3 et DOXA-1, et régule la 
production de H2O2, qui est nécessaire à la réticulation du collagène par des résidus tyrosyl. En 
conséquence, en l'absence de TSP-15, les vers ont une cuticule anormale (Moribe, Yochem et al. 2004, 
Moribe, Konakawa et al. 2012). Dans la seconde étude, il a été constaté que TSPAN12, mais pas 
d'autres tétraspanines, augmente la signalisation β-caténine en réponse à la norrin (codée par le gène 
NPD) en favorisant la multimérisation de son complexe récepteur, comprenant Frizzled-4 et LRP 
(Junge, Yang et al. 2009). La pertinence fonctionnelle de la signalisation entre TSPAN12 et Norrin est 
renforcée par le constat que les mutations affectant les gènes TSPAN12, NPD, FZD4 et LRP5 causent 
des malformations vasculaires rétiniennes similaires menant à des vitréorétinopathies exsudatives 
familiales chez les humains (Ye, Wang et al. 2010). 
5. Tétraspanines et cancer  
(Boucheix, Duc et al. 2001, Zoller 2009, Sala-Valdes, Ailane et al. 2012, Ashman et Zoller 2013, 
Hemler 2014) 
5.1. Des antigènes de surface de leucémies et tumeurs solides à la découverte des tétraspanines 
C’est en recherchant dès les années 80 des antigènes de surface associés au phénotype tumoral 
que furent découvertes de nombreuses molécules bientôt regroupées en familles dont l’étude permit de 
montrer qu’il s’agissait d’antigènes de différenciation, exprimés également sur des cellules normales. 
Afin de mettre de l’ordre dans les résultats obtenus avec des milliers d’anticorps monoclonaux, des 
workshops, consacrés initialement aux antigènes leucocytaires, ont été organisés pour les classer sur la 
base d’une réactivité commune et de l’immuno-précipitation d’une molécule de même poids 
moléculaire apparent. Une terminologie en clusters de différenciation (CD) a été adoptée (regroupant 
des anticorps réagissant contre une même cible), ce qui a permis de clarifier une multitude de données 
expérimentales assez confuses.   
Ainsi, pour ne retenir que des exemples de tétraspanines, le CD9 a été décrit dès 1981 à la surface 
des cellules de leucémies lymphoblastiques aiguës de type B (Kersey, LeBien et al. 1981). De même le 
CD63 a été découvert comme fortement exprimé dans les stades précoces des mélanomes alors qu’il 
est réprimé dans les stades avancés (Hotta, Ross et al. 1988). Le Co-029/tspan8 a été découvert sur les 
cellules de cancer du côlon (Szala, Kasai et al. 1990).  
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Une étape importante de la caractérisation a été le clonage de ces molécules qui a permis de 
regrouper en familles de molécules, les molécules de surface qui partageaient une structure commune 
et une séquence similaire, parmi elles les tétraspanines. 
Un cas particulier est celui de la tétraspanine TALLA1/CD231)/tspan7 qui semblait restreinte au 
système nerveux. Elle n’est pas exprimée par les cellules hématopoïétiques normales, mais est 
présente sur certaines lignées issues de leucémies aiguës lymphoïdes T (Takagi, Fujikawa et al. 1995). 
Dans ces leucémies, l’expression de TALLA1 résulte d’une translocation induisant l’expression du 
gène Tal1 dont le produit est un facteur transcriptionnel qui agit en coopération avec les facteurs de 
transcription RBTN1 et RBTN2. Il a été ainsi montré que la transfection de Tal1 et de RBTN1 ou 
RBTN2 induit l’expression de la tétraspanine TALLA-1 (Ono, Fukuhara et al. 1997).  
Les tétraspanines n’occupent pas une place déterminante dans le phénotypage des tumeurs et leur 
classification, par contre leur intérêt dans la pathologie tumorale vient du lien entre leur expression et 
des paramètres d’initiation et de promotion tumorale. De plus ces corrélations ont abouti dans 
quelques cas à montrer les mécanismes de leur implication et éventuellement d’en faire des cibles 
potentielles de traitement. 
5.2. Données cliniques  
(Maecker et Levy 1997, Boucheix, Duc et al. 2001, Yang, Sari et al. 2016) (Zoller 2009, Hemler 2014) 
La plupart des travaux cliniques ont tenté d’établir un lien entre le niveau d’expression de 
certaines tétraspanines et le pronostic éventuellement relié au grade histologique ou au potentiel 
métastatique. Une liste de ces travaux est présentée dans les Tableaux 3 et 4. L’expression de certaines 
tétraspanines (CD9, CD82) est associée globalement à un meilleur pronostic mais d’un type de tumeur 
à l’autre il peut y avoir des données contradictoires, C’est le cas pour CD9, en général considéré 
comme un suppresseur de tumeur, mais parfois son expression est associée à un pronostic péjoratif.  
A l’inverse, l’expression d’autres tétraspanines est reliée à un pronostic défavorable, c’est le cas 
du CD151 et du Co-029/tspan8. Ce type d’observation plus récent s’est multiplié au cours des 
dernières années. 
5.3. Données expérimentales 
Les études résumées dans le Tableau 5 reposent sur l’implantation de lignées de tumeurs 
surexprimant, en général artificiellement, une tétraspanine et la comparaison soit de la croissance 
tumorale, soit du potentiel métastatique, avec les cellules de la lignée parentale. Ces approches ont 
permis de montrer que les tétraspanines pouvaient jouer un rôle actif dans la progression tumorale. La 
démonstration la plus spectaculaire a probablement été le travail de Dong et al. (Dong, Lamb et al. 
1995) qui en effectuant un crible de gènes suppresseurs de tumeur dans le cancer de la prostate a mis 
en évidence le rôle du CD82. Cependant, Chacun de ces modèles est sujet à critiques dans la mesure 
où il ne s’agit en général pas d’injection orthotopique et que la survenue de métastases pulmonaires 
après injection intraveineuse de cellules tumorales est assez éloignée de l’évolution normale d’une 
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tumeur. De plus, la surexpression simplement d’une tétraspanine ne permet pas de prendre en compte 
le rôle de leurs partenaires.  
Afin d’évaluer leurs effets sur la survenue ou l’évolution d’une tumeur, des modèles murins 
invalidés pour un gène de tétraspanine (CD9, CD37 et CD151) ont été récemment analysés. La 
délétion de CD9 dans les souris porteuses d’un modèle murin de carcinome prostatique primaire avec 
un phénotype épithélial (TRAMP pour transgenic adenocarcinoma of mouse prostate) a mis en 
évidence son rôle suppresseur de métastases hépatiques en absence d’effet sur le développement du 
cancer primaire (Copeland, Bowman et al. 2013). Les souris invalidées pour le gène CD37 présentent 
une fréquence élevée de lymphomes folliculaires (plus élevée que celle des souris surexprimant Bcl2). 
A l’opposé, la délétion de CD151 montre qu’il favorise à la fois un développement plus précoce du 
cancer du sein chez des souris transgéniques pour ErbB2 et qu’il favorise le processus métastatique, ce 
qui aboutit à un raccourcissement de la durée de vie (Deng, Li et al. 2012). Sa délétion s’accompagne 
aussi d’une susceptibilité réduite à la carcinogenèse cutanée induite en deux temps par DMBA/TPA 
(Sachs, Secades et al. 2014). Dans le modèle TRAMP, les souris invalidées pour le gène CD151 
présentent une réduction significative des métastases du cancer de la prostate (Copeland, Bowman et 
al. 2013). 
 
Corrélation positive entre l’expression d’une tétraspanine et un pronostic favorable ou un bas grade 
histologique 
 Tétraspanine Siège Référence 
CD9 Mélanome (Si et Hersey 1993) 
 Sein (Miyake, Nakano et al. 1995, Miyake, Nakano et al. 1996) 
 Poumon (Higashiyama, Taki et al. 1995)  
 Côlon (Mori, Mimori et al. 1998) 
 ORL (Mhawech, Dulguerov et al. 2004)) 
 Adenocarcinome gastrique (Soyuer, Soyuer et al. 2010) 
CD63 Mélanome (Hotta, Ross et al. 1988) 
   Adénocarcinome du poumon (Kwon, Shin et al. 2007) 
CD82 Prostate (Dong, Lamb et al. 1995, Dong, Suzuki et al. 1996) 
 Pancréas (Guo, Xia et al. 2012) 
 Poumon (Adachi, Taki et al. 1996) 
 Côlon (Maurer, Graber et al. 1999) 
 ORL (Farhadieh, Smee et al. 2004) 
 Sein (Christgen et al., 2008; Yang et al., 2000) 
 
Corrélation inverse entre l’expression d’une tétraspanine et le potentiel métastatique   
 Tétraspanine Siège Référence 
CD9 Sein (Miyake, Nakano et al. 1995, Miyake, Nakano et al. 1996, 
Mimori, Kataoka et al. 2005) 
 Poumon (Higashiyama, Taki et al. 1995) 
 Côlon (Mori, Mimori et al. 1998)   
 Pancréas (Sho, Adachi et al. 1998) 
 Oesophage        (Uchida, Shimada et al. 1999) 
 Prostate (Wang, Begin et al. 2007) 
 ORL (Kusukawa, Ryu et al. 2001) 
CD82 Prostate (Dong, Lamb et al. 1995, Dong, Suzuki et al. 1996, Bouras 
et Frauman 1999) 
 Poumon (Adachi, Taki et al. 1996) 
 Côlon (Lombardi, Geradts et al. 1999)  
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 Hépatome (Guo, Friess et al. 1998, Sun, Tang et al. 1998) 
 Sein (Huang, Kohno et al. 1998, Yang, Wei et al. 2000) 
 Poumon (Miyake, Adachi et al. 1999) 
 Vessie (Ow, Delprado et al. 2000)  
 Estomac  (Tsutsumi, Shimura et al. 2005) 
CD9+CD82 Sein        (Huang, Kohno et al. 1998)  
Effet additif Poumon  (Adachi, Taki et al. 1998) 
Tspan5 Estomac  (He, Wang et al. 2016) 
 
Tableau 3: Tétraspanine et cancer – corrélations cliniques. La forte expression de la tétraspanine est reliée 
à une évolution favorable 
 
Corrélation positive entre l’expression d’une tétraspanine et un pronostic défavorable (potentiel invasif ou 
métastatique) 
 Tétraspanine Siège Référence 
 CD9 Astrocytome de haut grade (Kawashima, Doh-ura et al. 2002) 
  Estomac  (Hori, Yano et al. 2004, Soyuer, Soyuer et al. 
2010) 
 CD151 Côlon  (Hashida, Takabayashi et al. 2003, Chien, Lin et 
al. 2008) 
  Poumon  (Tokuhara, Hasegawa et al. 2001) 
  Prostate  (Ang, Lijovic et al. 2004) 
  Hepatocarcinome (Ke, Shi et al. 2009) 
  Rein : carcinome à cellules claires (Yoo, Lee et al. 2011) 
  Pancréas  (Zhu, Huang et al. 2011) 
  Endomètre (carcinome de type II) (Voss, Gordon et al. 2011) 
  Sein  (Sadej, Romanska et al. 2009, Kwon, Park et al. 
2012) 
 Co-029/tspan8 hépatocarcinome (Kanetaka, Sakamoto et al. 2001) 
  Oesophage  (Zhou, Ran et al. 2008) 
  Côlon  (Kuhn, Koch et al. 2007) 
  Mélanome  (Berthier-Vergnes, Kharbili et al. 2011) 
 Tspan1 carcinome séreux ovarien (Scholz, Kurzeder et al. 2009) 
  Carcinome ORL (Holters, Anacker et al. 2013) 
  Estomac  (Lu, Luo et al. 2015) 
Tableau 4 : Tétraspanine et cancer – corrélations cliniques. La forte expression de la tétraspanine est 
reliée à une évolution défavorable 
 
Croissance tumorale et/ou du potentiel métastatique relié(e) au niveau d‘expression forte de tétraspanine – 
Corrélation négative 
Tétraspanine  Type cellulaire Lignée Référence 
transfectée  
CD9  Mélanome B16 (Ikeyama, Koyama et al. 1993) 
   WM9; SbCl2 (Fan, Zhu et al. 2010) 
  Poumon (petites cellules) OS3-R5 (Zheng, Yano et al. 2005) 
  Poumon Lewis (Takeda, Hattori et al. 2007) 
  Côlon Colo320 (Ovalle, Gutierrez-Lopez et al. 2007) 
  Fibrosarcome HT1080 (Nakazawa, Sato et al. 2008) 
CD63  Mélanome KM3 (Radford, Mallesch et al. 1995) 
CD81  Hépatocarcinome Huh7 (Mazzocca, Liotta et al. 2008) 
CD82  Mélanome B16 (Takaoka, Hinoda et al. 1998) 
  Prostate AT6.1, AT6.3 (Dong, Lamb et al. 1995) 
  Sein MDA-MB-435 (Yang, Welch et al. 1997)  
  Sein MDA-MB-231 (Yang, Wei et al. 2001) 
  Côlon CT26 (Lee, Seo et al. 2003) 
  *Mélanome B16 (Bandyopadhyay, Zhan et al. 2006) 
Tspan9  Estomac SGC7901 (Li, Lv et al. 2016) 
*L’expression de DARC sur les cellules endothéliales réduit le potentiel métastatique de cellules B16 exprimant 
le CD82 
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Croissance tumorale et/ou du potentiel métastatique relié(e) au niveau d’expression de la tétraspanine – 
Corrélation positive 
Tétraspanine  Type cellulaire Lignée  Référence 
transfectée ou  
inhibée (interférence ARN) 
 Co-029/tspan8 Côlon  AS-D6.1A (Claas, Seiter et al. 1998) 
  Mélanome  M4Be (Berthier-Vergnes, Kharbili et al. 
2011) 
  Hépatocarcinome HCC (Kanetaka, Sakamoto et al. 2003) 
 CD151 Côlon  RPMI4788 ((Kohno, Hasegawa et al. 2002) 
  Sein (shRNA) MDA-MB-231 (Yang, Richardson et al. 2008) 
    Souris ErbB2/CD151 KO (Deng, Li et al. 2012) 
  Hépatocarcinome HCCLM3 ; HepG2 (Ke, Shi et al. 2009) 
    HCCLM3 ; Hep3B (Shi, Ke et al. 2010) 
  Peau  Souris Cd151 KO (Sachs, Secades et al. 2014) 
  Prostate  LNcap ; PC3 (Ang, Fang et al. 2010) 
 Tspan3 Leucémie Myéloïde Souris Tspan3 KO (Kwon, Bajaj et al. 2015) 
Tableau 5: Tétraspanines et cancer - données expérimentales 
 
5.4. Mécanismes 
Les mécanismes de promotion ou suppression de l’invasion et de la formation des métastases 
médiés par les tétraspanines sont loin d’être éclaircis. Comme pour d’autres effets fonctionnels 
impliquant des tétraspanines, il est suggéré que l’effet sur la progression tumorale pourrait être relié à 
l’association de ces tétraspanines à différentes molécules dont elles pourraient réguler la fonction. Il 
pourrait s’agir des intégrines dont le rôle dans l’adhérence et la migration est essentiel pour l’invasion 
et la formation de métastases. L’interaction avec les précurseurs membranaires des facteurs de 
croissance ou leurs récepteurs pourrait être un autre mécanisme.  
5.4.1. CD37 
Les événements moléculaires qui conduisent au développement des lymphomes non hodgkiniens 
de type B, l’hémopathie maligne la plus fréquente, ne sont que partiellement définis. Le réarrangement 
du gène antiapoptotique Bcl2 dans les lymphomes folliculaires est à la fois le marqueur génotypique 
de cette pathologie mais il en sous-tend également le mécanisme. Comme mentionné précédemment, 
l’absence de la tétraspanine CD37 dans un modèle de souris induit l'apparition d'un lymphome à 
cellules B. Les souris dépourvues de CD37 développent des lymphomes folliculaires avec une 
fréquence plus élevée que les souris transgéniques Bcl2. CD37 interagit avec le suppresseur 3 de 
signalisation par les cytokines (SOCS3). L'absence de CD37 entraîne le développement de tumeurs 
grâce à l'activation constitutive de la voie de signalisation de l'IL-6. Les animaux déficients pour 
CD37 et IL6 sont entièrement protégés contre le développement du lymphome, confirmant 
l'implication de la voie IL-6 dans la tumorigenèse liée à l’absence de CD37. D’un point de vue 
clinique, la perte de CD37 dans les cellules néoplasiques chez des patients présentant un lymphome 
diffus à grandes cellules B (DLBCL), est corrélée avec l'activation de la voie de signalisation de l'IL-6 
et le raccourcissement de la survie sans progression. CD37 se comporte donc comme un suppresseur 
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de tumeur et le mécanisme incite à bloquer la voie de l'IL-6 chez des patients atteints de tumeurs 
malignes B n’exprimant pas ou peu CD37 (de Winde, Veenbergen et al. 2016). 
5.4.2. CD82 
La tétraspanine CD82/KAI1 est considérée comme un gène suppresseur de métastase dans les 
cancers de la prostate (Dong, Suzuki et al. 1996) et plus généralement comme un gène suppresseur de 
la migration tumorale, de l’invasion et de la formation de métastases dans de nombreuses tumeurs 
(Miranti 2009, Hemler 2014). 
Les études mécanistiques se sont principalement concentrées sur la molécule de surface dans la 
régulation de la signalisation mais il est maintenant bien établi que CD82 se localise de manière 
dynamique dans les endosomes tardifs et les lysosomes. Ceci lui donne une situation idéale pour 
réguler le trafic endosomal de molécules comme l’EGFR. Ainsi le CD82 pourrait inhiber la 
transduction du signal médiée par l’EGFR ou ERBB2. En effet, après expression ectopique de 
CD82/KAI1, la signalisation via l’EGF est atténuée et la migration cellulaire en réponse à l’EGF est 
inhibée in vitro. De plus, l’expression de cette tétraspanine dans les cellules épithéliales mammaires 
non-tumorales HB2 conduit à une diminution de la formation de lamellipodes et à une réorganisation 
du cytosquelette en réponse à l’EGF. Cette atténuation de signal pourrait être due à l’accélération de 
l’endocytose des complexes EGF/EGFR (Odintsova, Voortman et al. 2003). Par ailleurs CD82 affecte 
l’ubiquitinylation d’EGFR après la stimulation en modulant l’activité de l’ubiquitine ligase c-Cbl 
(Odintsova, van Niel et al. 2013). 
Le CD82 pourrait également réguler l’activité protéolytique médiée par le système uPA/uPAR car 
il est démontré qu’en présence de CD82, uPAR est colocalisé avec l’intégrine α5β1 au niveau des 
adhérences focales. Cette association, stable, empêcherait la fixation d’uPA sur son récepteur, 
prévenant ainsi la protéolyse (Bass, Werner et al. 2005). Par ailleurs CD82 intervient dans la 
signalisation canonique de WNT–β-caténinee et ainsi module la distribution cellulaire de la β-caténine 
en inhibant sa translocation nucléaire, sa phosphorylation et ainsi en stabilisant le complexe E-
cadhérine-β-caténine sur la membrane. Cette fonction pourrait empêcher la dissociation des cellules 
tumorales du cancer primitif et ainsi de diminuer la survenue de métastases (Chigita, Sugiura et al. 
2012).  
Il est à noter que les souris déficientes en CD82 ne semblent pas présenter une augmentation de la 
survenue spontanée de tumeurs et ont une durée de vie normale (Risinger, Custer et al. 2014). 
5.4.3. CD151 
Le CD151 est décrit comme une tétraspanine protumorale et prométastatique. Dans un modèle de 
souris déficiente en CD151, il a été montré que son absence rendait la peau nettement plus résistante à 
des carcinogènes de type DMBA/TPA en agissant sur la survie lors de l’initiation et sur la prolifération 
lors de la promotion. La progression vers un carcinome spino-cellulaire est pratiquement inexistante 
chez les souris déficientes en CD151 (Li, Yang et al. 2013, Sachs, Secades et al. 2014). 
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De plus son action prométastatique a été démontrée in vivo en utilisant les modèles de souris 
déficientes pour CD151 et croisées avec des souris porteuses de transgènes oncogéniques comme 
ErbB2 pour le cancer du sein (Deng, Li et al. 2012) ou TRAMP pour le cancer de la prostate 
(Copeland, Bowman et al. 2013). 
Avant ces études récentes dans les modèles de souris mutées, il a été l’objet de nombreuses études 
in vitro ou in vivo (injection de cellules tumorales modifiées) sur les mécanismes de ses effets sur 
l’adhérence, la migration et la progression tumorale. CD151 est la tétraspanine partenaire des 
intégrines α3β1 et α6β1 (Serru, Le Naour et al. 1999) ainsi que d’α6β4, récepteurs de la laminine. 
Les effets de CD151 sur les propriétés et la fonction des intégrines sont les suivants : 
- Restriction de la diffusion de l’intégrine α6β1 dans la membrane (Yang, Mirchev et al. 2012) 
- Facilitation de la N-glycosylation de la chaine α3 s’accompagnant d’une stimulation de la 
migration cellulaire (Baldwin, Novitskaya et al. 2008) 
- Les effets sur la distribution et le recyclage des intégrines α3β1 et α6β1 pourrait contribuer à 
stimuler la migration 
- Effet minimal sur l’attachement initial à la laminine mais augmentation de la force d’adhérence 
(Lammerding, Kazarov et al. 2003) 
- Par son association à l’intégrine α6β4, il joue un rôle dans la polarisation cellulaire à travers le 
maintien des hémidesmosomes, notamment en régulant la phosphorylation de la Ser 1424 par la PKCα 
(Li, Yang et al. 2013). 
Dans les études in vitro, l'utilisation d'anticorps anti-CD151 ou de mutants altérant l’interaction 
avec les intégrines α3β1 et α6β1 réduit l’adhérence cellulaire et la morphogenèse in vitro (formation de 
structures pseudo-vasculaires) dépendante des intégrines α3β1 et α6β1 (Stipp et Hemler 2000, Kazarov, 
Yang et al. 2002, Zhang, Kazarov et al. 2002). Le CD151 pourrait aussi contribuer à la motilité 
cellulaire médiée par les intégrines via l’activation de FAK (Kohno, Hasegawa et al. 2002). 
Par ARN interférence, il a été possible de montrer l’importance de CD151 sur la régulation de la 
fonction des intégrines α3β1 et α6β1 en présence de laminine 5 (Winterwood, Varzavand et al. 2006). 
L’extinction de CD151 dans les cellules de carcinome épithélial A431, bien que n’affectant pas le 
niveau d’expression de ces deux intégrines, réduit l’adhérence et la motilité de manière importante. 
Sur le plan biochimique, l’absence de CD151 s’accompagne d’une perte d’association des intégrines 
α3β1 et α6β1 avec les complexes à tétraspanines. De manière similaire, dans des lignées de carcinome 
mammaire, l’équipe de Martin Hemler (Yang, Richardson et al. 2008), a montré le rôle déterminant de 
CD151 sur les propriétés fonctionnelles des intégrines α6 (β1 et β4). Dans ce modèle, la déplétion en 
CD151 entraîne des altérations dans le microenvironnement moléculaire des intégrines qui lui sont 
associées. Là encore, elles ne sont plus capables de s’associer aux complexes à tétraspanines. Ces 
modifications engendrent l’arrêt du cross-talk entre l’intégrine α6 et l’EGFR et modifient la 
transduction du signal. La conséquence en est l’inhibition de la migration cellulaire, de l’invasion et de 
la croissance tumorale in vivo via l’altération du signal médié par FAK, Rac1 et LCK.  
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Le CD151 pourrait également agir via son association avec la métalloprotéase MMP-7. Par 
l’intermédiaire de cette association, MMP-7 est activée, recrutée à la membrane et participe alors à la 
lyse de la matrice (Shiomi, Inoki et al. 2005). 
L’ensemble des travaux réalisés in vitro ou in vivo montre en absence de CD151, une profonde 
altération des voies de signalisation des intégrines, d’EGFR et de TGFβ (Hemler 2014). Toutefois ces 
effets peuvent différer en fonction des types de tumeur. Par exemple dans le cancer du sein et les 
cancers spinocellulaires de la peau, la signalisation EGFR est affectée. Alors que dans les cellules de 
cancer du sein, la survie est favorisée par CD151 via l’activation de ERK et FAK mais sans activation 
de STAT3 (Deng, Li et al. 2012), dans la carcinogenèse cutanée induite par DMBA/TPA, l’absence de 
CD151 s’accompagnait d’une diminution de STAT3 dont le rôle oncogénique a été montré dans de 
nombreux cancers et est nécessaire à l’initiation et la promotion tumorale dans la carcinogenèse 
cutanée. Ce défaut d’activation de STAT3 pourrait être relié au défaut de mobilisation de PKCα et/ou 
de l’activation d’EGFR. 
Il a été aussi montré que l’utilisation thérapeutique d’anticorps anti-CD151 en cancérologie 
pourrait être une application importante des propriétés fonctionnelles de CD151 dans la migration et la 
progression tumorale. Un article récent (Zijlstra, Lewis et al. 2008) met en lumière les capacités d’un 
anticorps anti-CD151 dans l’inhibition de la formation de métastases par des cellules de lignées 
tumorales humaines HEp3 (cancer épidermoïde) et HT1080 (fibrosarcome) dans la membrane 
chorioallantoïdienne d’embryon de poulet. L’utilisation d’une méthode de vidéomicroscopie intravitale 
en fluorescence a permis de montrer que l’effet ne s’exerçait pas sur l’extravasation des cellules mais 
sur leur migration et sur l’intravasation. C’est le premier article qui corrèle à la fois des données sur 
l’inhibition de la migration in vitro et l’inhibition de la formation de métastases in vivo par l’action 
unique d’un anticorps anti-tétraspanine. Dans ce modèle, l’anticorps n’a pas d’effet sur la croissance 
tumorale. 
Les expériences présentées montrent que cette inhibition n’est pas due spécifiquement au type de 
matrice puisque bien que le CD151 soit associé directement aux récepteurs de la laminine, les 
intégrines α3β1 et α6β1, l’anticorps anti-CD151 est également capable d’inhiber la migration sur du 
collagène de type 1 qui n’utilise pas ces récepteurs. Une hypothèse avancée par les auteurs concernant 
cette inhibition de motilité serait que le traitement avec l’anticorps augmenterait les interactions des 
cellules avec la matrice par un renforcement des adhérences focales. 
5.4.4. Co-029/tspan8 
Co-029/tspan8 est une autre tétraspanine dont l’activité est considérée comme protumorale et 
prométastatique. Elle a été initialement décrite dans le cancer colorectal (Szala, Kasai et al. 1990).  
Son expression est plus restreinte que celle de CD151 et les études ont principalement porté sur 
les tumeurs digestives. Il est néanmoins également impliqué dans les mélanomes et son expression 
procure à des cellules issues de mélanome le potentiel de traverser la membrane basale cutanée, 
évènement précoce conduisant à la progression de la maladie métastatique (Berthier-Vergnes, Kharbili 
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et al. 2011). Plusieurs études cliniques ont rapporté une corrélation positive entre l’expression de Co-
029/tspan8 dans le cancer du foie, de l’œsophage et du côlon et un mauvais pronostic pour le patient 
associé à une plus grande fréquence de diffusion métastatique (Kanetaka, Sakamoto et al. 2003, Zhou, 
Ran et al. 2008, Greco, Bralet et al. 2010). Une autre approche, dans laquelle les ARNm circulants ont 
été détectés par transcriptome et confirmés par qRT-PCR, montre que la présence de l’ARNm de 
Tspan8 (ainsi que celui de trois autres gènes, LGALS4, COL1A2 et CEACAM6) a un intérêt 
diagnostique, voire pronostique (Rodia, Ugolini et al. 2016), ce qui ouvre la porte à un test 
diagnostique effectué sur le sang. Il a été également démontré dans des modèles de métastases in vivo 
que sa surexpression est associée à la métastase et qu’un mécanisme potentiel pourrait être une 
induction de l’angiogenèse qui favoriserait la dissémination métastatique des cellules cancéreuses 
pancréatiques (Kanetaka, Sakamoto et al. 2003, Gesierich, Berezovskiy et al. 2006) 
Les travaux expérimentaux tendent à montrer que le rôle de Co-029/tspan8 dans la progression 
tumorale et la formation de métastases est relié à l’interaction de Co-029/tspan8 avec d’autres 
molécules de surface  notamment les intégrines α6 et α3, EPCAM (epithelial cell adhesion molecule), 
claudine 7 et E-cadhérine (Claas, Seiter et al. 1998, Herlevsen, Schmidt et al. 2003, Kuhn, Koch et al. 
2007, Greco, Bralet et al. 2010). Par exemple, la formation du complexe Co-029/tspan8 avec 
l’intégrine α6β4 a permis d’induire une diminution d’adhérence à la laminine 5 et une augmentation 
du pouvoir migratoire lors de leur surexpression favorisant ainsi des métastases hépatiques (Herlevsen, 
Schmidt et al. 2003). Il a également été montré que le Co-029/tspan8 promeut la motilité des cellules 
de carcinome colique en perturbant l’adhérence cellule-cellule et/ou cellule-matrice ce qui pourrait 
favoriser la formation de métastases (Guo, Xia et al. 2012). Dans des cellules de cancer de l’œsophage 
de faible potentiel invasif, l'expression de Co-029/tspan8 promeut considérablement la migration 
cellulaire et l'invasion. Dans ces lignées, la surexpression de la tétraspanine s’accompagne d’une 
surexpression d’ADAM12m in vitro et in vivo (Zhou, Ran et al. 2008). L’extinction de l’expression de 
ADAM12m par ARN interférence réduit le pouvoir invasif consécutif à la surexpression de Co-
029/tspan8. Dans les cellules du cancer colorectal, Co-029/tspan8 module la motilité cellulaire en 
s’associant directement à l’E-cadhérine, une protéine de la jonction adhérente dont l’expression sur la 
membrane est stabilisée par la p120 caténine. L’extinction de l’expression de la E-cadhérine ou de la 
p120 caténine par ARN interférence augmente la motilité cellulaire uniquement dans les cellules 
exprimant le Co-029/tspan8. L’ajout de l’anticorps anti-Co-029/tspan8 a permis de réverser cet effet 
suggérant le rôle essentiel de cette tétraspanine dans la modulation de l’adhérence cellule-cellule 
(Greco, Bralet et al. 2010).  
Le rôle pro-coagulant de Co-029/tspan8 à la surface des cellules tumorales suggère une autre 
hypothèse pouvant expliquer l’effet favorable du Co-029/tspan8 sur la formation de métastases. En 
effet, lorsque des rats sont injectés avec des cellules tumorales surexprimant le Co-029/tspan8 
provenant de cellules issues d’un cancer pancréatique de rats, ils développent une CIVD sévère. En 
revanche, cette CIVD peut être évitée lorsque l’on administre à ces animaux un anticorps anti-Co-
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029/tspan8 (Claas, Seiter et al. 1998). La formation de microthrombi autour des cellules tumorales 
pourrait faciliter leur implantation et donc le développement des métastases.  
Un anticorps humain, produit par génie génétique (à partir d’un criblage par la technique dite de 
« Phage Display ») et dirigé contre le domaine EC2, inhibe in vitro l’invasion cellulaire de lignées de 
tumeurs de l’ovaire et, in vivo dans des modèles de souris, leur potentiel métastatique (Park, Kim et al. 
2016). Ces résultats indiquent que le ciblage de Tspan8 pourrait constituer une nouvelle approche 
thérapeutique dans les tumeurs exprimant cette molécule. 
5.4.5. Autres tétraspanines 
Comme indiqué plus haut, la plupart des données cliniques et expérimentales associent CD9 à un 
pronostic favorable, ce qui le fait considérer comme un suppresseur de tumeur, comme dans le cancer 
du sein, de la prostate, du poumon ou du côlon. Il est aussi intéressant de noter que la baisse 
d’expression simultanée de CD9 et CD82 a un effet additif négatif sur le pronostic dans le cancer du 
sein et du poumon. Cependant, dans certains cas (cancer gastrique et astrocytome de grade élevé), 
l’expression de CD9 est associée à une évolution défavorable. Les rôles divergents de CD9 dans 
différents cancers pourrait dépendre des molécules avec lesquelles CD9 s’associe (Yang, Kovalenko et 
al. 2006). Par exemple, en tant que partenaire direct de CD9, la diminution de l’expression d’EWI2 
dans le glioblastome est corrélée à un mauvais pronostic. La réexpression d’EWI2 dans un modèle de 
xénogreffe a permis d’inhiber la croissance tumorale et la présence d’EWI2 peut altérer l’organisation 
du complexe CD9-CD81 au niveau de la surface membranaire (Kolesnikova, Kazarov et al. 2009). 
Du point de vue du ciblage, l’anticorps anti-CD9 ALB6 a une action anti-proliférative, anti-
angiogénique et pro-apoptotique dans un modèle de xénogreffe de tumeur gastrique humaine 
(Nakamoto, Murayama et al. 2009). De même l’anticorps anti-CD9 PAINS-13 inhibe la croissance 
tumorale in vivo dans un modèle de xénogreffe de cancer du côlon (Ovalle, Gutierrez-Lopez et al. 
2007). 
D’autres tétraspanines comme Tspan12 et les TspanC8 pourraient agir sur la croissance tumorale 
par la régulation qu’elles exercent sur l’activité de la métalloprotéase ADAM10 (Xu, Sharma et al. 
2009, Dornier, Coumailleau et al. 2012), elle-même cible potentielle dans le traitement des tumeurs. 
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II. Migration cellulaire, EGFR (RTK) et CD44  
La migration cellulaire est un phénomène fondamental impliqué dans le développement des 
organismes multicellulaires et leurs pathologies, en particulier le cancer. Il existe différents types de 
migrations cellulaires auxquelles sont associées des différences morphologiques. Par exemple les 
fibroblastes se déplacent en prenant des formes allongées et en appliquant à la matrice environnante 
des forces médiées par le cytosquelette d’actine et des molécules d’adhérence, en particulier les 
intégrines. Les leucocytes de morphologie plus arrondie, par contre, peuvent se mouvoir dans le 
collagène interstitiel sans adhérence apparente et donc sans utiliser les intégrines. Dans les 2 cas, la 
migration va dépendre du cytosquelette contractile d’actomyosine, la polymérisation de l’actine 
pousse la membrane plasmique et propulse la partie antérieure de la cellule vers l’avant et la 
contraction de l’actomyosine tire le reste de la membrane plasmique (et de la cellule) dans le sens du 
mouvement. 
Pour les fibroblastes ou les cellules épithéliales, normales ou cancéreuses, l’ensemble de ce 
processus fait intervenir les molécules d’adhérence et la matrice extracellulaire (MEC), les récepteurs 
membranaires des cytokines, le cytosquelette d’actomyosine mais aussi la tubuline et des protéines de 
signalisation, les GTPases de la famille Rho ainsi que leurs régulateurs. La pénétration dans la MEC 
nécessite également la présence d’enzymes protéolytiques qui vont être exprimées sur la membrane 
(MT-MMP Membrane Type Matrix Metalloprotease) ou secrétées dans le milieu (MMP). 
La migration des cellules tumorales à partir de la tumeur primaire peut se faire sur un mode 
mésenchymateux (migration de cellules isolées) (Figure 6) ou en paquets (migration collective), voire 
amoeboïde (s’apparentant aux leucocytes). 
.  
Figure 6: Etapes de la migration cellulaire de type mésenchymateux. (Hood et Cheresh 2002) 
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Dans notre travail nous nous sommes intéressés à la migration de cellules isolées, en général en 
condition 2D sur un substrat de type collagène, car il s’agit d’un paramètre assez aisé à mesurer par 
suivi cellulaire en vidéomicroscopie.  
Le point est donc fait ici essentiellement sur les principales molécules impliquées directement ou 
pouvant l’être dans ce mode migratoire. 
1. Les molécules d’adhérence : 
1.1. Les intégrines :  
Les intégrines sont des récepteurs hétérodimèriques constitués d’une chaine α et d’une chaine β 
avec de grands domaines extracellulaires de liaison au ligand et de courts domaines cytoplasmiques 
(Fig. 7). Certaines d’entre elles sont impliquées dans les interactions avec la matrice extracellulaire 
(MEC), d’autres comme les intégrines leucocytaires dans des interactions avec des protéines 
membranaires ou solubles (Tableau 6).  
 
Figure 7: Modèle de structure des intégrines à domaine αI suivant leur état d’activation. La 
chaîne α est représentée en rouge. Les neuf intégrines à domaine αI fixent leur ligand par ce domaine. 
Quatre de ces intégrines sont des récepteurs du collagène (α1, 2, 10, 11), les autres étant les intégrines 
leucocytaires. 
 
Dans le mode migratoire impliquant les intégrines, une protrusion se forme et est stabilisée par 
attachement à la MEC via les intégrines. Elles vont non seulement établir un lien entre la matrice et le 
cytosquelette d’actine mais également transmettre des signaux dans les deux sens qui peuvent 
notamment induire une liaison de haute affinité avec le substrat.  
La liaison des ligands à la partie extracellulaire des intégrines (domaine αI pour les intégrines 
récepteurs du collagène) conduit à des changements de conformation de ces récepteurs en modifiant 
les interactions entre les domaines cytoplasmiques des chaines α et β (Fig. 7) et en induisant le 
regroupement des intégrines (clustering) pour la formation de points focaux d’adhérence. Cette 
combinaison d'occupation et de regroupement initie des signaux intracellulaires tels que la 
phosphorylation sur tyrosine de protéines, l’activation de petites GTPases qui régulent la formation et 
le renforcement des sites d'adhérence, l'organisation et la dynamique du cytosquelette ainsi que la 
polarité cellulaire pendant la migration (Geiger et Bershadsky 2001). Les intégrines transmettent les 
signaux par l’intermédiaire de nombreux partenaires cytoplasmiques à travers des interactions directes 
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et indirectes au niveau des plaques focales (Fig. 8). Il s’agit de protéines adaptatrices comme la 
paxilline qui présente des sites de liaison aux protéines Src (Weng, Thomas et al. 1994), FAK (Brown, 
Curtis et al. 1998), vinculine (Wood, Turner et al. 1994) et PP2A (phosphatase à serine/thréonine) (Ito, 
Kataoka et al. 2000). La protéine p130Cas (Crk-associated substrate) joue également le rôle 
d’adaptateur entre autre, grâce à son interaction avec la protéine FAK ce qui aboutit au recrutement de 
l’adaptateur Crk (Klemke, Leng et al. 1998). 
 
Intégrines Ligand 
α1β1 Laminine, collagène 
α2β1 Laminine, collagène, thrombospondine, E-cadhérine, tenascine 
α3β1 Lamine, thrombospondine, uPAR 
α4β1 Thrombospondine, MAdCAM-1, VCAM-1, fibronectine, ostéopontine, ADAM, ICAM-4   
α5β1 Fibronectine, ostéopontine,fibrilline, thrombospondine, ADAM, COMP, L1 
α6β1 Laminine, thrombospondine, ADAM, Cyr61 
α7β1 Laminine 
α8β1 Tenascine, fibronectine, ostéopontine, vitronectine, LAP-TGF-β, néphronectine 
α9β1 
Tenascine, VCAM-1, ostéopontine, uPAR, plasmine, angiostanine, ADAM, VEGF-C, 
VEGF-D 
α10β1 Laminine, collagène 
α11β1 Collagène 
αVβ1 LAP-TGF-β, fibronectine, ostéopontine, L1 
αLβ2 ICAM, ICAM-4 
αMβ2 ICAM, iC3b, facteur X, fibrinogène, ICAM-4, héparine 
αXβ2 ICAM, iC3b, fibrinogène, ICAM-4, Héparine, collagène 
αDβ2 ICAM, VCAM-1, fibrinogène, fibronectine, vitronectine, Cyr61, plaminogène 
αIIβ3 
Fibrinogène, thrombospondine, fibronectine, vitronectine, vWF, Cyr61, ICAM-4, L1, 
CD40 ligand 
αvβ3 
 
Fibrinogène, vitronectine, vWF, thrombospondine, fibrilline, tenascine, PECAM-1, 
fibronectine, ostéopontine, BSP, MGF-E8, ADAM-15, COMP, Cyr61, ICAM-4, MMP, 
FGF-2, uPA, uPAR, L1, angiostanine, plasmine, cardiotoxine, LAP-TGF-β, Del-1 
α6β4 Laminine 
αVβ5 Ostéopontine, BSP, vitronectine, CCN3, LAP-TGF-β 
αVβ6 LAP-TGF-β, fibronectine, ostéopontine, ADAM 
α4β7 MAdCAM-1, VCAM-1, fibronectine, ostéopontine 
αEβ7 E-cadhérine 
αVβ8 LAP-TGFβ 
Tableau 6: Spécificité de liaison au ligand des différentes intégrines humaines (d’après (Takada, 
Ye et al. 2007)).  
 
De nombreuses tyrosines kinases peuvent être recrutées au niveau des plaques focales dont FAK, 
Src, Csk, PKC, PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) et p53ILK (Integrin Linked Kinase). La protéine 
FAK est dotée de trois principaux domaines fonctionnels: un domaine N-terminal avec un site de 
liaison à l’intégrine, un domaine central catalytique et une région C-terminale pourvue d’une séquence 
FAT (Focal Adhesion Targeting) nécessaire pour la localisation de la tyrosine kinase dans les plaques 
focales par le biais de liaisons avec la taline et la paxilline (Fig. 8). Elle possède également deux 
régions riches en proline. L’activité kinase de FAK est liée à sa phosphorylation au niveau de la 
tyrosine 397, phosphorylation stimulée par l’adhérence à l’intégrine et permet de créer un site de 
liaison au domaine SH2 (Src domaine Homology region 2) des protéines Src, PI3K et PTEN. 
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L’association de FAK/Src recrute la protéine adaptatrice Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 
2). La protéine FAK est ainsi impliquée dans l’étalement, la migration, la survie et la prolifération. 
Les intégrines activées sont principalement localisées sur la partie antérieure de la cellule (front 
de migration) pour former de nouveaux points d’adhérence alors que l’affinité pour le substrat devient 
très faible dans la partie postérieure, ce qui permet le détachement de la cellule. La taline, protéine de 
liaison au cytosquelette joue un rôle important dans l’augmentation de l’affinité en inhibant 
l’interaction des régions cytoplasmiques des chaines α et β. La liaison de la taline peut être inhibée par 
phosphorylation de la chaine α, ce qui constitue un mode de régulation.  
En connectant le substrat au cytosquelette, les intégrines servent à la fois de force de traction mais 
aussi de mécanosenseurs le renseignant sur l’état du substrat et donc de la force nécessaire pour faire 
avancer la cellule. Pour avancer, les cellules doivent pouvoir se détacher tout en exerçant une traction 
appropriée sur le substrat.  
 
Figure 8 : Adhérences focales (intégrines) et Jonctions adhérentes (E-cadhérine) 
 
1.2. La E-cadhérine et la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) 
La E-cadhérine est une protéine de la famille des cadhérines, molécules d’adhérence 
intercellulaires conservées au cours de l’évolution (Gumbiner 2005). Elles sont classées en 5 sous 
familles : les cadhérines classiques de types I et II, les protocadhérines, les cadhérines desmosomales, 
les cadhérines atypiques et les protéines de signalisation apparentées aux cadhérines (Nollet, Kools et 
al. 2000). 
La E-cadhérine est une cadhérine classique de type I. Il s’agit d’une protéine transmembranaire 
dont le domaine extracellulaire, comprenant 5 modules extracellulaires (EC), est responsable de la 
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fonction adhésive. Les modules EC1 à EC4 sont homologues et possèdent des sites de fixation des 
ions calcium qui les rend résistantes à la protéolyse. Le module EC5, proche de la membrane comporte 
2 ponts disulfures. On trouve au niveau de EC1 une séquence conservée His-Ala-Val (HAV) dans les 
cadhérines de type I considérée comme étant un domaine impliqué dans l’adhérence cellulaire. Ce 
module possède un résidu tryptophane qui va pouvoir se loger dans une poche hydrophobe du module 
EC1 de la molécule de cadhérine adjacente créant ainsi une interaction homophilique et réciproque 
(Shapiro, Fannon et al. 1995). La  sous famille de l’E-cadhérine possède également un court domaine 
cytoplasmique permettant une interaction avec des protéines cytoplasmiques comme par exemple les 
caténines. 
L’adhésion intercellulaire et la formation de jonction se fait en plusieurs étapes, rencontre des 
lamellipodes de 2 cellules, jonction initiale via les nectines (qui sont des molécules d’adhérence CAM-
Ig-like), ce qui entraîne l’accumulation de la E-Cadhérine dans la zone de contact et leur agrégation en 
cis. Une signalisation intracellulaire impliquant les Rho-GTPases Rho et Rac induit une réorganisation 
de l’actine et une polarisation des cellules. De plus la formation d’un réseau d’actine branché dans les 
zones de contact produit une force qui rapproche les cellules en contact (Verma, Shewan et al. 2004), 
ce qui favorise les interactions homophiliques en trans des molécules de E-cadhérine. On assiste 
également à la néosynthèse de filaments localisés spécifiquement aux zones de jonctions (Zhang, 
Betson et al. 2005). L’extension de ce réseau élargit la zone de contact intercellulaire et donc de la 
jonction adhérente qui se renforce. On trouve au niveau de la jonction adhérente différentes molécules, 
en particulier les caténines qui jouent un rôle important dans la liaison avec le cytosquelette d’actine et 
dans la stabilisation de la jonction (Fig. 8). La p120 caténine se lie à la partie juxta-transmembranaire 
de la E-cadhérine via ses domaines Armadillo (Anastasiadis 2007). Elle permet la stabilisation de la E-
cadhérine à la membrane en régulant son turn-over (Davis, Ireton et al. 2003) et influence donc 
directement l’adhérence en contrôlant le taux de la E-cadhérine présente à la membrane. Sa 
phosphorylation par les protéines de la famille Src sur ses résidus Tyr entraîne la déstabilisation du 
complexe E-cadhérine/caténine et donc des jonctions adhérentes (Ozawa et Ohkubo 2001). 
Les cadhérines ne sont pas classiquement impliquées directement dans la migration cellulaire 
mais la déstabilisation des jonctions adhérentes est nécessaire au processus de transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM) dans lequel la cellule épithéliale va se détacher des cellules voisines et 
entreprendre sa migration. Par ailleurs le laboratoire a montré dans un travail précédent que le niveau 
d’E-cadhérine membranaire sur les cellules épithéliales isolées pouvait réguler leur motilité dans 
certaines circonstances (Greco, Bralet et al. 2010). 
Lors du processus de TEM, les propriétés de la cellule vont se modifier. Elle va de détacher des 
cellules voisines (perte des jonctions adhérentes) et de la membrane basale (disparition des 
hémidesmosomes), perdre sa polarité épithéliale et prendre une polarité migratoire. On observe donc 
une modification de l’organisation membranaire avec la formation des points d’adhérence focale, 
structures dynamiques d’attachement à la matrice mettant en jeu les intégrines (voir plus haut), un 
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certain nombre de facteurs transcriptionnels vont être exprimés comme Snail, Slug, Twist ou Zeb2. Par 
ailleurs le cytosquelette se modifie profondément avec la réorganisation du cytosquelette 
d’actomyosine décrite plus loin, mais aussi la participation des fibres de tubuline et de leur centre 
d’organisation (MTOC) à la polarité cellulaire et la désorganisation des fibres de cytokératines 
(notamment 14 et 18) avec l’apparition de fibres de vimentine. 
2. La matrice extracellulaire (MEC) 
La MEC est constituée de macromolécules de nature protéique (collagènes), polysaccharidique 
(glycosaminoglycanes) ou glycoprotéique (fibronectine…) secrétées par les cellules dans l’espace 
extracellulaire. 
Elle a une fonction de support pour les cellules et assure le maintien de l’intégrité des tissus en 
formant une sorte de squelette tissulaire dont on peut voir l’organisation en décellularisant un tissu. 
Elle régule également certaines fonctions cellulaires par la mobilisation de divers facteurs de 
croissance et de différenciation qui peuvent être stockés dans la MEC (Taipale et Keski-Oja 1997) et 
par la transmission d’un signal après interaction avec les récepteurs cellulaires. 
Les collagènes 
Il s’agit de la superfamille de protéines la plus abondante chez les vertébrés et dont la principale 
fonction est structurale. Ils jouent aussi un rôle important dans l’adhérence, l’étalement (Prasad, 
Topping et al. 2002), la différenciation et la migration des cellules (Keely, Fong et al. 1995). D’une 
manière générale, une protéine de collagène est formée par l’association de trois chaînes α 
polypeptidiques reliées entre elles par des liaisons hydrogènes et des liaisons covalentes. Les 
collagènes sont synthétisés par les cellules du tissu conjonctif sous forme de pro-collagène secrété par 
exocytose dans l’espace extracellulaire où aura lieu sa maturation puis sa polymérisation. Chaque 
molécule de collagène est dotée de propriétés mécaniques et fonctionnelles spécifiques adaptées au 
tissu, par exemple le collagène II n’est retrouvé qu’au niveau du cartilage. Chez l’homme, les 
collagènes de types I, II et III sont les formes les plus représentées s’organisant sous forme de fibrilles 
responsables des forces de tension tissulaires. 
Les glycosaminoglycanes (GAG) 
Ce sont des polysaccharides formés par la répétition d’un disaccharide. Tous les GAG, à 
l’exception de l’acide hyaluronique, sont sulfatés et s’associent d’une manière covalente à des 
protéines pour former le protéoglycane. Les principaux GAG sulfatés sont les chondroïtines, les 
kératines et les dermatines. L’acide hyaluronique est le seul GAG qui peut être sous forme libre dans la 
MEC et constitue le composant majeur au cours du développement embryonnaire. Il se lie à des 
récepteurs membranaires comme le CD44 et va, par leur intermédiaire, induire une signalisation 
cellulaire aboutissant à l’activation de multiples kinases (Src, Fak, PKC…) qui vont induire 
l’expression de cytokines ou protéines elles-mêmes impliquées dans le remodelage de la MEC (Turley, 
Noble et al. 2002). 
Les glycoprotéines  
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Elles comportent la fibronectine, la laminine, la vitronectine, la thrombospondine, l’élastine et la 
tensine. Elles peuvent se lier aux collagènes et aux protéoglycanes ainsi qu’à des récepteurs cellulaires 
de surface (Friedl, Borgmann et al. 2001) et participent à divers processus biologiques comme la 
différenciation, l’adhérence, la migration (Mostafavi-Pour, Askari et al. 2003) 
Il est à noter que la membrane basale est une matrice extracellulaire spécialisée située à 
l’interface épithélium-mésenchyme. Elle est constituée d’une lame basale (lamina densa) produite par 
les cellules épithéliales et d’une lamina fibroreticularis produite en présence de cellules 
mésenchymales. La membrane basale est particulièrement riche en laminine et en collagène de type I 
et IV. 
3. Le cytosquelette d’actomyosine 
La migration cellulaire mésenchymateuse est basée sur deux mécanismes principaux : la 
dynamique des plaques d'adhésion focale et la contraction/polymérisation du complexe actine/myosine 
(Cramer 1999). La cellule acquiert une polarité migratoire par la polymérisation dirigée de l'actine. 
Une structure appelée lamellipode (lorsque l'actine est organisée selon un réseau arborisé) ou encore 
filopode (dans lequel les filaments d'actine sont organisés de manière parallèle en faisceaux) se forme 
alors à l'avant de la cellule (Ridley, Schwartz et al. 2003). Les filaments d'actine sont polarisés et 
présentent une extrémité « barbue » à croissance rapide et une extrémité « pointue » à croissance lente. 
De nombreuses protéines telles que Arp2/3, WASP/WAVE, Rac, Cdc42, Profiline, cofiline, formine, 
régulent la polymérisation de l’actine. 
La polymérisation de l'actine est contrôlée spatialement, l'extrémité barbue (+) étant orientée 
préférentiellement vers l'extérieur de la cellule en direction des protrusions, et temporellement via la 
signalisation cellulaire afin de créer, au cours de la migration cellulaire une force capable de déformer 
la membrane. Cette réorganisation de l'actine est médiée par les petites G-protéines de la famille Rho. 
Ces dernières transmettent des signaux aux effecteurs tels que WASP/WAVE qui activent le complexe 
protéique ARP2/3 (actin related protein2/3). Ce complexe est impliqué dans la nucléation de l'actine 
mais peut aussi se fixer sur un filament pré-existant permettant la formation d'un nouveau filament 
créant ainsi progressivement un réseau organisé à l'origine de la protrusion. La polymérisation de 
l’actine est régulée par des protéines qui contrôlent la disponibilité de monomères activés (profiline), 
la dépolymérisation ou la fragmentation des filaments (cofiline) ou le coiffage (blocage de l’extension). 
Pour générer des forces contractiles, la protrusion doit pouvoir s'accrocher à la MEC ce qu’elle fait par 
l’intermédiaire des intégrines. Des forces de traction sont ensuite générées depuis ces points focaux 
d’adhésion à travers le cytosquelette d’actine qui agissent comme des sondes mécaniques transmettant 
des informations sur l’élasticité, la géométrie et la direction de la matrice à l’intérieur des cellules et 
qui modifient la dynamique du cytosquelette d’actine (Lauffenburger 1996). La force transmise au 
niveau des points focaux implique l’interaction physique de la myosine II et des filaments d’actine 
attachés à ces sites. L’activité de la myosine II (et donc la contractilité de l’actomyosine) dépend de la 
phosphorylation de la chaîne légère de la myosine (MLC2/MYL9) sur la Thr 18 et la Ser 19 (Vicente-
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Manzanares, Ma et al. 2009). MLC2 peut être phosphorylée par de nombreuses kinases, MLCK, 
MRCKα et β et ROCK1-2 et est déphosphorylée par la protéine phosphatase 1 (PP1) (Matsumura et 
Hartshorne 2008). Le ciblage de la sous-unité PPP1CB catalytique au cytosquelette d’actomyosine 
nécessite PPP1R12A (MYPT1/MBS) et est régulé négativement par la phosphorylation de PPP1R12A 
médiée par ROCK1/2 (Vicente-Manzanares, Ma et al. 2009). Le réseau d’actomyosine contractile peut 
transmettre la force à la matrice environnante en étant couplé aux intégrines (Parsons, Horwitz et al. 
2010). Il peut être également couplé à la membrane plasmique par des protéines de liaison telles que 
celle de la famille ERM (Ezrine/Radixin/Moesin) (Fehon, McClatchey et al. 2010). La liaison à la 
membrane des ERM est régulée par la phosphorylation de l’Ezrine (Thr 567)/Radixin (Thr 
564)/Moesin (Thr 558), qui sont également déphosphorylées par PPP1. La Protéine phosphatase 2 
(PP2) comporte plusieurs sous-unités B, B', B''et B''' (le dernier groupe étant connus sous le nom de 
striatines) et peut également affecter la migration cellulaire et le cytosquelette d’actomyosine. La sous-
unité régulatrice striatine est nécessaire pour le processus de fermeture dorsale chez la Drosophile. 
Chez les mammifères, les sous-unités de base de la PP2A telles que les striatines font partie du 
complexe STRIPAK qui comprend également les kinases de la famille MST. MST3, MST4 et SOK1, 
impliquées dans la morphogenèse du Golgi, la polarité cellulaire, la phosphorylation des protéines 
ERM, et la régulation des tyrosines phosphatases, et peuvent ainsi affecter la migration cellulaire. Des 
travaux récents suggèrent que le complexe STRIPAK (par l’intermédiaire des molécules FAM40A et B) 
régule le mode de migration cellulaire des cellules tumorales en contrôlant l'activité de MST3 et 4, qui 
coordonnent localement la phosphorylation des protéines ERM et inhibent la déphosphorylation de la 
MLC, conduisant à une augmentation de la liaison de l'actine à la membrane (Madsen, Hooper et al. 
2015).  
4. Les Rho-GTPases 
Les Rho GTPases régulent la dynamique du cytosquelette et de l’adhérence cellulaire et ainsi 
coordonnent de nombreux aspects de processus cellulaires incluant la migration, la polarité et la 
progression dans le cycle. Il existe 20 gènes de Rho-GTPases chez l’humain. La plupart des Rho-
GTPases sont actives et vont stimuler leurs cibles lorsqu’elles sont liées au GTP et inactives 
lorsqu’elles sont liées au GDP. Les modifications lipidiques vont médier la localisation des Rho-
GTPases dans différents compartiments membranaires. Il s’agit en général d’une prénylation 
enzymatique C-terminale par addition d’un groupement farnesyl ou géranylgéranyl sur le résidu Cys 
d’un motif CAAX. 
Les mieux étudiées parmi les Rho-GTPases sont Rho, Rac et Cdc42. Ce sont les membres les plus 
fortement conservés de la famille Rho à travers les espèces eucaryotes, étant retrouvés dans les plantes, 
les champignons et/ou les animaux. Elles contribuent à la migration cellulaire dans tous les modèles 
animaux testés. Chez l’humains il y a trois gènes Rho et Rac étroitement liés, et des variants d'épissage 
de Rac1 et Cdc42, ce qui accroit la diversité des protéines et complique l'analyse de la façon dont 
chaque protéine contribue à la migration. En outre, il y a 13 autres membres de la famille Rho chez les 
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mammifères, qui ont des rôles divers et beaucoup moins bien caractérisés dans la migration cellulaire 
(Ridley 2015, Ridley 2016). 
 
Figure 9 : Organisation du cytosquelette d’actomyosine par les Rho-GTPases (d’après (Ridley 
2016)) 
De manière schématique, on considère que Rac induit la formation des lamellipodes par 
polymérisation d’une actine ramifiée, que Cdc42 induit la formation de filipodes par polymérisation en 
faisceaux (peu ramifiés) de l’actine et que Rho est responsable de la formation des fibres de stress et 
aurait un effet antimigratoire. En fait la situation est plus complexe, notamment en ce qui concerne 
Rho. 
Rac activé interagit avec la lamellipodine qui contribue à l’extension des filaments d’actine en se 
liant au complexe WAVE qui active le complexe Arp2/3. RhoA et Cdc42 sont aussi présents dans les 
lamellipodes et contribuent à leur extension mais le mécanisme est moins clair. Les fibroblastes 
peuvent migrer en l’absence de Rac et donc de lamellipodes, par la formation de filipodes. Par ailleurs 
afin de permettre la migration il est nécessaire de favoriser le turn-over des adhérences focales ce qui 
se réalise par l’activation des kinases PAK par Rac/Cdc42. Afin que la formation des lamellipodes 
puisse aboutir à une migration efficace, il est nécessaire de restreindre leur formation à une partie de la 
périphérie cellulaire, ce qui se fait par la polarisation induite par Cdc42. De plus des boucles de 
rétrocontrôle impliquant Rho/ROCK et la contractilité de l’actomyosine vont supprimer la formation 
de lamellipodes dans d’autres régions cellulaire.  
La régulation des Rho-GTPases fait appel à plusieurs mécanismes. Classiquement, les Rho-
GTPases sont activées par les facteurs d'échange GTP/GDP (GEF), qui induisent l'échange du GDP 
pour le GTP et sont inactivées par les protéines activatrices des GTPases (GAP), qui catalysent 
l'hydrolyse du GTP en GDP (Fig. 10). D’autre part, les GDI (inhibiteurs de la dissociation des 
nucléotides guanidiques) extraient les Rho-GTPases prénylées de la membrane en se liant au 
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groupement isoprénoïde et les séquestrent sous la forme liée au GDP dans le cytosol. De nouveaux 
mécanismes sont venus enrichir les modes de régulation de ces protéines, à savoir régulation 
épigénétique de la transcription et de la traduction (miRNA), modifications post-traductionnelles 
incluant phosphorylation et sumoylation, et également ubiquitylation et dégradation par le protéasome. 
Par exemple RhoA peut être phosphorylé par la protéine kinase A ce qui inhibe son activité ou encore 
la phosphorylation de Rac1 par Src ou Fak va affecter profondément sa fonction. Les protéines GEF, 
GAP ou GDI sont également régulées par phosphorylation (avec des effets activateurs ou inhibiteurs 
suivant les molécules) et ubiquitylation (Ridley 2016). 
 
 
Figure 10 : Régulation des Rho-GTPases par les facteurs d’échange GEF et GAP et les 
inhibiteurs de dissociation (GDI) – PH=Pleckstrin Homology, DH=Dbl Homology. (d’après (Ridley 
2016)) 
5. L’EGFR et autres RTK 
5.1. Les Récepteurs ErbB   
L’EGFR, aussi appelé ErbB-1 ou Human Epidermal growth factor Receptors 1 (HER1), est une 
glycoprotéine transmembranaire qui appartient à la famille des récepteurs à tyrosine kinases (RTKs) 
ErbBs, conjointement avec ErbB-2, ErbB-3 et ErbB-4 (Sergina et Moasser 2007). Les récepteurs 
ErbBs sont exprimés à l’état physiologique dans de nombreux types de tissus d’origine épithéliale, 
mésenchymateuse ou encore neurale, dans lesquels ils jouent un rôle majeur dans le développement, la 
prolifération, la différenciation et le métabolisme cellulaire. Par ses mutations entrainant une 
activation constitutive ou par sa surexpression, il est aussi à l’origine de tumeurs de ces mêmes tissus 
(Holbro et Hynes 2004). 
D’un point de vue structurel, en plus de son domaine tyrosine kinase cytoplasmique très conservé, 
EGFR possède une région transmembranaire ainsi qu’un domaine extracellulaire riche en cystéines. 
Lorsque qu’un ligand se lie au récepteur, ce dernier peut soit s’homo- ou s’hétéro-dimériser avec 
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d’autre membres de la famille ErbB (Schechter, Stern et al. 1984). Il comprend un segment 
extracellulaire fixant le ligand (EGF ou TGFα), un segment transmembranaire et un segment 
intracellulaire doté d’un domaine catalytique tyrosine kinase et plusieurs sites d’autophosphorylation 
(Slimane, Fayette et al. 2003). En absence de ligand, le récepteur est sous forme de monomère inactif. 
L’activation des récepteurs ErbBs se fait par fixation du ligand. Les tyrosines phosphorylées dans la 
région carboxy-terminale du récepteur consécutivement à la liaison du ligand et à l’augmentation de 
l’activité tyrosine-kinase intrinsèque servent en tant que sites de recrutement pour des protéines 
cytoplasmiques ayant un domaine SH2. Les voies de signalisation activées par la stimulation de 
l’EGFR comprennent notamment la voie de prolifération Ras/Raf/MAPK, la voie anti-apoptotique 
PI3K/AKT, ainsi que les voies JAK/STAT3 et PLCγ/PKC (Sergina et Moasser 2007). Les récepteurs 
ErbBs peuvent également être transloqués au niveau nucléaire et induire l’expression de nombreux 
gènes impliqués dans la progression tumorale tels que la cycline D1 ou encore la voie de iNOS/NO 
(Wieduwilt et Moasser 2008). 
 
Figure 11 : Famille de récepteurs Erb et leurs ligands 
 
L’activation des récepteurs ErbBs par les ligands peut se faire de manière juxtacrine, autocrine, 
paracrine ou endocrine. Les ligands des membres de la famille de l’EGFR sont l’EGF, l’amphiréguline 
et TGFα, qui se lient spécifiquement à EGFR (Singh et Harris 2005), la β-celluline et l’HB-EGF qui se 
lient à EGFR et ErbB-4 et le groupe des neurégulines qui sont des ligands d’ErbB-3 et ErbB-4. Il 
n’existe aucun ligand identifié pour ErbB-2 (Holbro, Civenni et al. 2003) (Fig. 11). Ces ligands sont 
synthétisés sous forme de précurseurs ancrés dans la membrane. Leur activation est consécutive à leur 
clivage par des métalloprotéases, générant ainsi des ligands solubles d’environ 55 acides aminés 
(Singh et Harris 2005). Le clivage de la partie extracellulaire est effectué par une famille de protéines, 
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les ADAM, plus particulièrement ADAM17 et ADAM10(Ohtsu, Dempsey et al. 2006, Le Gall, Bobe 
et al. 2009). 
5.2. EGFR/ErbB-1/HER1   
L’EGFR (Fig. 12) est le premier membre de la famille ErbB, comme le premier RTK à avoir été 
découvert en 1963 (Cohen et Elliott 1963), ainsi que le premier proto-oncogène identifié (Gschwind, 
Fischer et al. 2004). EGFR présente un rôle physiologique dans le développement des tissus d’origine 
épithéliale, contrairement aux récepteurs ErbB-2, ErbB-3 et ErbB-4 qui présentent un rôle dans le 
développement des tissus nerveux et musculaires squelettiques (Singh et Harris 2005).  
 
Figure 12 : Structure schématique de l’EGFR (L=ligand binding, CR=Cystein Rich, TM= 
Transmembrane Domain, JM= Juxtamembrane  Domain, CT=Carboxy-Terminal), d’après (Jorissen, 
Walker et al. 2003) 
 
L’activation de la forme membranaire d’EGFR est importante pour des phénomènes biologiques 
fondamentaux tels que la croissance, la différenciation, la prolifération cellulaire, la motilité cellulaire, 
le contrôle de l’apoptose. EGFR joue également un rôle dans le phénomène de transition épithélio-
mésenshymateuse, dans la régulation des métalloprotéases matricielles, la surexpression du VEGF-A 
et probablement un rôle dans le maintien des cellules souches (Gusterson et Hunter 2009).  
La fraction intranucléaire d’EGFR permet l’activation directe de la transcription de gènes codant 
pour des protéines impliquées dans le cycle cellulaire (cycline D1) et dans l’inflammation (COX-2) 
(Liccardi, Hartley et al. 2011). La localisation nucléaire d’EGFR est de mauvais pronostic dans les 
cancers du sein, des voies aérodigestives supérieures ainsi que dans les cancers de l’ovaire, et pourrait 
également avoir un impact sur la réponse aux traitements par chimiothérapie et par thérapies ciblées 
(Lo, Xia et al. 2005, Liccardi, Hartley et al. 2011). 
Des modèles de souris transgéniques ont confirmé que l'EGFR mutant est oncogène, mais 
nécessite la mutation d’autres gènes impliqués dans le cycle cellulaire (Holland, Hively et al. 1998). 
EGFR présente des mutations ponctuelles ou des délétions au niveau de son domaine kinase dans 10 à 
15% des cancers du poumon non à petites cellules chez les caucasiens, et 30 à 50% chez les asiatiques. 
Ces mutations ont pour conséquence une augmentation de l’activité kinase du récepteur, pouvant aller 
 56 
 
jusqu’à l’activation constitutive du récepteur, indépendamment de la fixation de son ligand. Les 
mutants d’EGFR transforment les fibroblastes in vitro et in vivo (Sergina et Moasser 2007).  
Il existe plusieurs mécanismes possibles provoquant une activité oncogénique d’EGFR (Pines, 
Kostler et al. 2010) :  
(i) augmentation de l’expression d’EGFR par augmentation de la transcription, stabilisation au 
niveau membranaire (inhibition de son internalisation ou de sa dégradation), amplification du gène.  
(ii) mutations d’EGFR affectant le domaine extracellulaire du récepteur (EGFRvIII) ou la partie 
intracellulaire (mutation T790M), ayant pour conséquence une augmentation de l’activité kinase du 
récepteur.  
(iii) auto-production des ligands, auto-activation par une boucle autocrine. 
5.3. Phosphorylation de l’EGFR   
La phosphorylation de l’extrémité C-terminale de l’EGFR, que ce soit par autophosphorylation ou 
par phosphorylation croisée avec d’autres kinases (JAK-2) (Yamauchi, Ueki et al. 1997), fournit les 
sites de fixation pour les domaines SH2 ou PTB des protéines de signalisation. Les protéines 
cytoplasmiques qui interagissent avec les résidus tyrosine phosphorylés (pTyr) du récepteur sont des 
protéines adaptatrices (Grb2, Shc), des phospholipases (PLC), des phosphatases (Shp1, Shp2), ou des 
kinases (Src).  
L’EGFR possède six sites d’autophosphorylation (Tableau 7). Aucun site direct de reconnaissance 
de la sous-unité régulatrice p85 de la PI3K n’est présent dans le domaine cytoplasmique de l’EGFR. 
L’activation de la voie PI3K par l’EGFR fait intervenir l’hétérodimérisation avec ErbB-3 (6 sites pour 
PI3K) ou des protéines intermédiaires comme la protéine Gab1.  Cependant, l’association directe entre 
p85 et l’EGFR peut également se produire par l’intermédiaire de pTyr920 de l’EGFR, qui est située 
dans le domaine kinase du récepteur et est phosphorylée par la kinase Src (Stover, Becker et al. 1995). 
 
Protéine Fonction Sites de Fixation à l’EGFR 
Grb2 adaptatrice pTyr1068, pTyr1086 
Shc adaptatrice pTyr1148 (PTB), pTyr1173 (SH2 ou PTB) 
PLCγ phospholipase pTyr992, pTyr1173 
Shp1 phosphatase pTyr1173 
Src tyrosine kinase pTyr891, pTyr920 
Abl tyrosine kinase pTyr1086 
 
Tableau 7: Interactions des protéines intracellulaires avec les résidus tyrosine phosphorylés du 
domaine kinase de l’EGFR. 
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5.4. Voies de signalisation de l’EGFR   
La phosphorylation des résidus tyrosine C-terminaux est l’étape principale pour la propagation 
des voies de transduction médiée par l’EGFR et par conséquent pour le développement tumoral. Parmi 
ces voies de signalisation, sont représentées : la voie des Ras/Raf/MAPK, la voie des PI3K/AKT, la 
voie de JAK/STAT3 ainsi que PLCγ/PKC (Fig. 13). 
 
 
Figure 13 : Signalisation de l’EGFR 
5.4.1. Voie des RAS/RAF/MAPK 
La voie des Raf/Raf/MAPK présente un rôle central dans la régulation de la croissance et de la 
survie cellulaire d’un large spectre de tumeurs humaines. Cette voie, après activation des récepteurs, 
implique l’activation de RAS, à l’origine de la cascade des activités de phosphorylation : RAF, MEK 
et ERK. ERK est ensuite transloquée dans le noyau où elle active différents facteurs de transcription 
de gènes impliqués dans la réplication et dans le cycle cellulaire (Sergina et Moasser 2007). De 
nombreuses molécules/inhibiteurs chimiques ont été conçues pour inhiber différentes étapes de cette 
voie. 
Cette voie de signalisation est largement impliquée dans les phénomènes de résistance aux 
thérapies ciblées anti-EGFR. Le premier exemple d’application validée en situation clinique est celui 
de la mutation de l’oncogène KRAS (Kirsten Rat Sarcoma virus). Les mutations constitutives du gène 
KRAS sont fréquemment observées dans différentes tumeurs humaines et sont impliquées à la fois 
dans l'oncogenèse et la progression tumorale. 
5.4.2. Voie des PI3K/AKT 
Plusieurs fonctions cellulaires sont régulées par la voie de signalisation des PI3K/AKT, 
notamment le métabolisme cellulaire glucidique via GLUT4 (Glucose transporter type 4) et GSK3 
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(Glycogene Synthase Kinase 3), lipidique, et insulinique au niveau hépatique (Jiang et Liu 2009). 
L’activation de cette voie en pathologie cancéreuse favorise le développement tumoral et 
l’angiogenèse, stimule la prolifération cellulaire et inhibe l’apoptose (Engelman 2009). Cette voie est 
également impliquée dans les phénomènes de diffusion métastatique (Jiang et Liu 2009) (Bellacosa, 
Kumar et al. 2005).  
5.5. Anticorps Monoclonaux anti-EGFR   
Parmi les anticorps monoclonaux actuellement sur le marché, 4 anticorps spécifiques ciblent les 
récepteurs à tyrosine kinase, deux anticorps anti-EGFR : Cetuximab (Erbitux®) et Panitumumab 
(Vectibix®) ; un anticorps anti-ErbB-2 : Trastuzumab (Herceptin®) et un anticorps anti-VEGF : 
Bevacizumab (Avastin®).  
Le Cetuximab est le chef de file d’une série d’anticorps anti-EGFR. C’est le premier anti-EGFR à 
avoir été approuvé en février 2004 pour l’utilisation clinique. Il s’agit d’une IgG1 chimérique qui se 
lie avec une haute affinité à la partie extracellulaire de l’EGFR, empêchant son interaction avec ses 
ligands et bloquant ainsi son activation. De plus, le Cetuximab provoque l’internalisation de l’EGFR, 
ce qui pourrait entraîner une régulation négative. Par ailleurs, il recrute les cellules immunes 
effectrices cytotoxiques (Baselga 2001, Herbst et Shin 2002). 
L’effet du Cetuximab a été testé chez des patients souffrant d’un cancer colorectal à un stade 
avancé et réfractaire à la chimiothérapie. L’association Cetuximab-irinotécan (inhibiteur de la 
Topoisomérase I) a montré une meilleure réponse que la monothérapie de l’un ou l’autre. Le principal 
facteur prédictif d’une résistance au Cetuximab est une mutation somatique de l’oncogène KRAS. 
Cette mutation induit une activation constitutive de la voie de signalisation Ras/Raf/MAPK 
indépendamment de la stimulation de l’EGFR par son ligand. Les mutations de KRAS sont observées 
dans environ 38% des tumeurs colorectales. D’autres facteurs moléculaires semblent corrélés avec 
l’efficacité du Cetuximab et sont en cours d’évaluation comme la mutation somatique de BRAF ou la 
sous-unité catalytique de PI3K. L’agence européenne des médicaments a restreint l’utilisation du 
cetuximab aux patients ne présentant pas de mutation de KRAS (Perkins, Lievre et al. 2010). 
5.6. RTK et migration des cellules épithéliales 
Dans la cellule normale, les signaux émis par les intégrines et ceux envoyés par les facteurs de 
croissance se coordonnent pour le contrôle de la croissance, la différenciation ou encore la survie 
cellulaire (Figure 14). Dans la cellule tumorale l’équilibre est rompu et cette coordination se trouve 
perturbée ce qui contribue à l’acquisition du potentiel invasif de la cellule. 
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Figure  14: Cross-talk entre les intégrines et les récepteurs de facteurs de croissance. Différentes 
voies de signalisation peuvent être mises en jeu en fonction du ligand, de l’intégrine et du contexte 
cellulaire, Le but est d’assurer la survie cellulaire et de déterminer en coordination avec les RTK si la 
cellule doit migrer et/ou proliférer en réponse à des signaux externes. (Adapté de (Guo et Giancotti 
2004)) 
 
Par ailleurs, les intégrines sont capables de moduler par cross-talk les voies de signalisation 
induites par les facteurs de croissance (Schwartz et Ginsberg 2002). Quand les cellules adhérent à leur 
matrice via les intégrines, de nombreuses RTK (PDGFR, FGFR, VEGFR, HGFR, EGFR) peuvent 
subir une trans-activation via une phosphorylation ligand-indépendante (Giancotti et Ruoslahti 1999), 
entrainant ainsi la mise en route des voies d’aval telles que Src, les MAPkinases, etc. Ainsi, la liaison 
de certaines intégrines comme αvβ3 ou α2β1 à leur substrat entraîne une activation ligand-
indépendante de l’EGFR et permet ainsi à la cellule de survivre en inhibant la voie conduisant à la 
mort cellulaire par autophagie (Edick, Tesfay et al. 2007). En effet, la liaison intégrine/substrat 
entraîne le recrutement de Src au sein des plaques focales et son autophosphorylation. Cette 
autophosphorylation permet le recrutement de p130Cas puis de Crk. Une fois formé, ce complexe 
intégrine/pSrc /p130cas/Crk entraîne la phosphorylation spécifique de certains résidus tyrosine de 
l’EGFR (Cabodi, Moro et al. 2004). Outre l’EGFR dont les mécanismes de trans-activation sont de 
plus en plus étudiés, d’autres facteurs de croissance se trouvent également activés par les signaux 
intégrines-dépendants comme par exemple MET, dont l’activation par l’intégrine α2β1 a été déjà 
démontrée (McCall-Culbreath, Li et al. 2008).  
Au cours du processus tumoral, la trans-activation sus-décrite peut devenir anormale. En effet, il a 
été rapporté que les cellules pouvaient confondre le signal envoyé par la liaison intégrine/substrat et 
celui provenant des facteurs de croissance conduisant ainsi à des activations aberrantes de voies de 
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signalisation d’aval (exemple de l’activation de MET après adhérence en l’absence d’HGF) (Wang, 
Ferrell et al. 2001). 
5.7. Le contrôle de la signalisation RTK par le « Tetraspanin Web »  
De nombreuses études ont démontré que les différents RTK peuvent être immunoprécipités avec 
les tétraspanines: c-kit avec CD9, CD63 ou CD81 (Anzai, Lee et al. 2002), MET avec CD82 
(Takahashi, Sugiura et al. 2007) et CD151 (Devbhandari, Shi et al. 2011), et EGFR avec CD9 
(Murayama, Shinomura et al. 2008) et CD82 (Odintsova, Sugiura et al. 2000, Odintsova, Voortman et 
al. 2003). Il est à noter que les interactions avec EGFR n’ont pu être visualisées qu’en utilisant un 
détergent très doux, le CHAPS. D'autres études ont démontré l’interaction des tétraspanines et RTK in 
situ, telle que l'interaction de VEGFR et CD63 détectée par PLA (test de lien entre protéines) (Tugues, 
Honjo et al. 2013). Fait important, l'association de RTK peut être régulée par la liaison au ligand, telle 
que la dissociation de l'EGFR et CD82 lors d'une stimulation avec l'EGF (Odintsova, Sugiura et al. 
2000). Ces données suggèrent que certaines RTK peuvent s’associer au « Tetraspanin Web », au moins 
partiellement. 
Il existe plusieurs mécanismes possibles par lesquels le recrutement de RTKs dans le 
« Tetraspanin Web »,  permet de moduler leur signalisation (Delos Santos, Garay et al. 2015): 
(i) Le « Tetraspanin Web » agit comme un ensemble de plates-formes pour le recrutement 
d'intermédiaires de signalisation cytosolique. En plus de leur interaction avec RTK, de nombreuses 
tétraspanines s’associent aussi avec des protéines cytosoliques et peuvent ainsi enrichir localement des 
molécules de signalisation spécifiques au sein du « Tetraspanin Web ». Par exemple plusieurs 
tétraspanines, y compris CD9, CD81, CD82 et CD151 s’associent avec la protéine kinase C (PKC) 
(Zhang, Bontrager et al. 2001). Cela permet de l'enrichissement local de PKC et la modulation de 
signalisation des RTK par PKC. Son association avec CD82 et GM3 permet également une 
amplification de la phosphorylation d’EGFR sur le résidu T654 (Davis et Czech 1985, Wang, Yan et al. 
2007), aboutissant à l’ubiquitinylation Cbl-dépendante (Odintsova, van Niel et al. 2013). 
Les tétraspanines représentent également des microdomaines uniques pour la redistribution des 
phosphoinositides qui affecte la signalisation de RTK. Par exemple CD9, CD63, CD81, CD82 et 
CD151 se lient à PI4K (phosphatidylinositol-4-kinase) (Berditchevski, Tolias et al. 1997, Yauch et 
Hemler 2000, Carloni, Mazzocca et al. 2004, Claas, Wahl et al. 2005), une kinase lipidique, qui 
catalyse la synthèse de PI4P. PI4P recrute des protéines dotées d’un motif polybasique à la membrane 
cellulaire, telles que K-Ras et Shc impliquées dans la transduction du signal. L’expression d’un Shc 
muté qui n’est pas capable de se lier à PI4P peut abolir l’activation de la voie MAPK induit par 
couplage par anticorps de molécules CD81 (Carloni, Mazzocca et al. 2004). PI4P est également utilisé 
comme substrat pour la synthèse d'autres lipides de signalisation importants, telles que PIP2 et PIP3 
(phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate). La surexpression de CD82 peut induire une réduction de la 
concentration de PIP2, ce qui est en corrélation avec une perturbation de la signalisation de Rho 
GTPase et de la dynamique du cytosquelette d’actine (Liu, Zhang et al. 2012). Ainsi des tétraspanines 
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contribuent à la régulation de la signalisation de RTK en modulant la synthèse de PI4P au sein du 
«Tetraspanin Web», bien que PI4P soit également synthétisée dans le Golgi (Clayton, Minogue et al. 
2013).  
Par ailleurs, CD9 s’associe à CDCP1 (CUB domain-containing protein-1) (Andre, Le Caer et al. 
2006, Orchard-Webb, Lee et al. 2014), une protéine adaptatrice qui se lie et régule l’activité de 
certaines kinases comme c-Src et PKCδ en contribuant à la migration cellulaire après l’engagement de 
l’EGFR (Alvares, Dunn et al. 2008, Liu, Ong et al. 2011, Dong, He et al. 2012). Fait important, grâce 
à son association à des tétraspanines CDCP1 régule l'activité de Src. Ceci est conforté par la 
surexpression de CD82, qui entraine un blocage de l’activation de Src induit par CDCP1 (Park, Jin et 
al. 2012). Ainsi le «Tetraspanin Web» représente un micro-environnement moléculaire unique pour la 
signalisation des RTK grâce à leur capacité d’induire l’association avec des protéines spécifiques et la 
synthèse locale de certains lipides de signalisation.  
(ii) Le « Tetraspanin Web » module l’interaction des RTK avec d'autres microdomaines et leur 
endocytose. Les tétraspanines peuvent subir une endocytose dépendante de la clathrine comme CD63 
(Huang, Li et al. 2013) et indépendante de la clathrine comme CD82 et CD151 (Liu, He et al. 2007, 
Xu, Zhang et al. 2009). Elles sont donc dirigées vers différents compartiments endocytiques. Cette 
propriété de compartimentation pourrait influencer les paramètres de l’internalisation de leurs 
partenaires comme les RTK, modifiant ainsi la spécificité, la durée et de l'ampleur de la signalisation 
RTK.  
Par exemple la surexpression de CD82 induit une augmentation de l’internalisation de l'EGFR 
(Odintsova, Sugiura et al. 2000), de même que le regroupement (clustering) de CD9 induit par des 
anticorps anti-CD9 (Murayama, Shinomura et al. 2008), ce qui est corrélé avec des altérations de la 
signalisation de l'EGFR. La surexpression de CD82 altère la dimérisation de l’EGFR nécessaire pour 
sa signalisation et sa distribution au niveau de la membrane en le redistribuant vers les marges de 
cellules (Odintsova, Voortman et al. 2003). En accord avec cela, l’invalidation de CD82 permet 
d’altérer la diffusion de l'EGFR et d’induire sa redistribution au niveau des structures à clathrine, ce 
qui perturbe la phosphorylation de MAPK induite par EGFR (Hakomori 2004). Ainsi, CD82 affecte la 
distribution de l'EGFR sur la membrane cellulaire et change son recrutement vers d’autres 
microdomaines membranaires, modifiant ainsi sa signalisation et son internalisation.  
(iii) Les tétraspanines interagissent également avec des lipides spécifiques, notamment des 
glycosphingolipides. Le recrutement des glycosphingolipides dans le « Tetraspanin Web » en présence 
d’intégrines participe à la formation de glycosynapses induisant ainsi la signalisation du RTK au 
niveau d’un seul microdomaine de la membrane où il peut être mis en contact avec une sélection 
particulière de ligands dans une signalisation juxtacrine (Hakomori Si 2002, Regina Todeschini et 
Hakomori 2008). Ceci implique l’interaction directe entre CD82 et GM2. L’interaction entre des 
tétraspanines et des glycosphingolipides pourrait aussi altérer les interactions des tétraspanines avec 
d'autres protéines, telles que des CD9 avec l’intégrine α3 (Kawakami, Kawakami et al. 2002). Les 
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glycosphingolipides contribuent également à l'enrichissement local des protéines cytoplasmiques telles 
que c-Src (Hakomori 2004). 
Par ailleurs les glycosphingolipides modulent directement l’activité des RTKs. Par exemple GM3 
inhibe directement l’activité kinase d’EGFR dépendante du ligand. En accord avec ceci la 
surexpression de CD82 altère la signalisation d’EGFR et de MET par l’intermédiaire de GM2 et GM3. 
GM3 contribue également à l’augmentation de l’endocytose de l'EGFR de façon CD82-dépendante 
(Wang, Yan et al. 2007). De plus, l'association de GM2 à CD82 altère la signalisation de MET en 
réponse à HGF (Todeschini, Dos Santos et al. 2007).  
5.8. Le contrôle de la signalisation des RTKs par d’autres microdomaines  
La signalisation des RTKs est également régulée par d’autres microdomaines membranaires 
comme les caveolae, les puits à clathrine ou les rafts (Delos Santos, Garay et al. 2015). 
Les caveolae ont une composition particulière en lipides (enrichie en cholesterol et sphingolipides) 
et en protéines, les cavéolines qui induisent une courbure membranaire. Par différents mécanismes, 
elles contrôlent la signalisation du récepteur à l’insuline. Les cavéolines forment également des 
oligomères qui interagissent avec EGFR en inhibant sa signalisation. L’absence de cavéoline dans des 
lignées de tumeurs mammaire est associée à une hyperactivation d’EGFR corrigée par la réexpression 
de cavéoline (Couet, Sargiacomo et al. 1997). De manière intéressante, elles sont nécessaires à 
l’interaction entre CD82, GM3 et EGFR, ce qui établit un lien entre ces molécules et le « Tetraspanin 
Web ». 
Les rafts sont également enrichis en cholesterol et sphingolipides, ne contiennent pas de 
cavéolines et sont très hétérogènes, avec des tailles allant 10 à 200 nm. La présence d’EGFR et la 
proximité avec les protéines à ancrage GPI a été démontrée mais les données concernant la 
signalisation sont contradictoires, ce qui suggère que la modulation de cette signalisation par les rafts 
pourrait être très dépendante de l’environnement moléculaire, en relation avec le type cellulaire (Delos 
Santos, Garay et al. 2015). 
Les microdomaines à clathrines (ou puits à clathrines) sont impliqués dans la voie principale 
d’internalisation des RTKs par la formation de vésicules à clathrines. Les puits sont formés par les 
clathrines reliées à une forme hétérotétramérique de la protéine adaptatrice AP-2. Ils sont enrichis en 
kinases lipidiques qui produisent du phosphatidylinositol-3,4-bisphosphate (PI(3,4)P2) ainsi que des 5-
inositol phosphatases (synaptojanins 1 et 2, OCRL, et SHIP2) et le PI(4)P produit par ces enzymes 
régule la transduction par la liaison d’Akt (Ma, Cheung et al. 2008) ou K-Ras (Hammond, Fischer et al. 
2012, Clayton, Minogue et al. 2013). De plus l’acide phosphatidique régule l’internalisation d’EGFR 
par les vésicules à clathrine et la fixation de SOS qui aboutit à l’activation de Ras (Zhao, Du et al. 
2007). 
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6. Le CD44 
6.1. Structure 
CD44 est une molécule complexe décrite dès 1983 comme une molécule de domiciliation 
lymphocytaire, il est le principal récepteur de l’acide hyaluronique (HA). Cette glycoprotéine 
transmembranaire complexe est codée par un seul gène mais présente de nombreuses formes issues 
d’un épissage alternatif. En effet, la particularité du gène de CD44 est de contenir 20 exons que l’on 
peut diviser en deux groupes (Fig. 15).  
 
Figure 15 : Structure du gène CD44 
 
Les exons 1-5 et 16-20 codent pour la forme ubiquitaire de CD44, c’est la forme dite standard ou 
encore CD44s. Les exons 6-15 aussi appelés v1-v10 subissent un épissage alternatif (CD44v) (Zoller 
2011). Outre le fait qu’il existe différents variants de CD44, ce récepteur subit de nombreuses 
modifications post-traductionnelles. En effet, le PM de CD44 est estimé à 85 kDa pour la forme 
standard par analyse en gel d’électrophorèse. Il existe de nombreux sites de N- ou O-glycosylation 
combinés à l’épissage alternatif qui peuvent faire varier la taille de la molécule jusqu’à 200 kDa. En 
plus d’affecter la masse moléculaire du récepteur, ces multiples glycosylations peuvent modifier 
l’affinité de CD44 pour ses ligands et ainsi altérer ses fonctions (Figure 16). 
 
 
Figure 16 : Structure protéique de la molécule CD44 
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Au niveau protéique, CD44 comporte trois domaines principaux (fig). L’ectodomaine N-terminal 
liant l’acide hyaluronique constitue le premier. Ce domaine globulaire contient des sites de 
reconnaissance pour des molécules de la matrice extracellulaire et est capable, in vitro, de se lier à 
l’HA, au collagène, à la laminine et à la fibronectine. Ensuite, vient le domaine situé entre le domaine 
globulaire et le domaine transmembranaire. Ce domaine pour la forme standard de CD44 voit sa taille 
augmentée par l’insertion de régions variantes. Ce domaine contient notamment un site de clivage 
potentiel pour des enzymes membranaires clivant les protéines de surface (« sheddase »). Enfin, CD44 
comporte un domaine transmembranaire hautement conservé et une queue cytoplasmique. Le domaine 
transmembranaire possède une cystéine conservée permettant, par formation de pont disulfure, la 
multimérisation du récepteur. Le domaine intracellulaire est quant à lui important pour la localisation 
cellulaire de CD44. Il possède également la capacité de lier des protéines membres de la famille ERM 
(Ezrin, Radixin, Moesin). Cette interaction est possible grâce à un motif riche en acides aminés 
basiques et permet la connexion de CD44 avec le cytosquelette d’actine ainsi que d’autres protéines 
qui y sont associées (Ponta, Sherman et al. 2003). 
6.2. Ligands et fonction 
Le CD44 est le principal récepteur de l’acide hyaluronique (HA). HA est un glycosaminoglycane 
linéaire de haut poids moléculaire largement répandu dans l’organisme. La liaison entre l’acide 
hyaluronique et CD44 est permise par l’extrémité globulaire N-terminale du récepteur. Toutefois, 
l’expression de CD44 n’est pas corrélée à la liaison de HA. Deux principaux mécanismes régulent 
l’affinité de CD44 pour son ligand. D’une part son taux de glycosylation modifie son affinité avec HA 
puisque l’inhibition de la N-glycosylation de la partie globulaire du récepteur augmente la liaison de 
HA. D’autre part, il a été montré que le domaine cytoplasmique de CD44 était nécessaire à la liaison 
de son ligand (Jiang, Peterson et al. 2002). De plus, il semble que la multimérisation de CD44 favorise 
son interaction avec l’HA. En outre, si l’HA est le principal ligand de CD44, le récepteur est capable 
de se lier à d’autres composants de la matrice extracellulaire comme l’ostéopontine ou encore le 
collagène, la fibronectine, la laminine et la serglycine par l’intermédiaire de polysaccharides de type 
chondroïtines (Goodison, Urquidi et al. 1999). 
Les fonctions principales de CD44 sont associées à l’adhérence et la migration cellulaire. Grâce à 
la liaison de molécules matricielles, CD44 est impliqué dans le maintien de la structure 
tridimensionnelle des tissus. Il joue également un rôle important dans la fonction des lymphocytes en 
permettant leur adhérence aux cellules endothéliales vasculaires et l’extravasation. D’ailleurs, une 
augmentation du niveau d’expression de CD44 est observée dans les cellules T activées. L’adhérence 
et la migration étant deux mécanismes clés de la tumorigenèse, CD44 est aussi un des acteurs majeurs 
de l’invasion tumorale et de la formation de métastases où il semble surtout avoir un rôle délétère 
lorsqu’un changement s’opère dans son expression. L’apparition de formes variantes de CD44 favorise 
souvent le caractère agressif des cellules malignes. De même, des modifications dans le nombre de 
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glycosylations ou d’ajout de glycosaminoglycanes (GAG) peuvent influer sur les propriétés 
métastatiques des tumeurs (Borland, Ross et al. 1998).  
En plus CD44 est également capable de réaliser l’endocytose de HA qui sera suivie par sa 
dégradation au niveau cellulaire (Culty, Nguyen et al. 1992). Même si toute la lumière n’a pas été faite 
sur ce mécanisme, il semble que l’endocytose de HA par CD44 n’empreinte ni la voie des vésicules à 
clathrine, ni celle des cavéolines et que si HA est dégradé par les lysosomes, le récepteur CD44 est 
quant à lui recyclé à la membrane (Culty, Nguyen et al. 1992, Tammi, Rilla et al. 2001). Cette fonction 
de CD44 pourrait présenter un rôle important lors de la morphogenèse tissulaire et la migration 
cellulaire.  
CD44 est également capable de s’associer avec des enzymes au niveau membranaire. Par 
exemple, il peut se lier à la MMP9, favorisant ainsi la dégradation du collagène-IV et l’invasion 
tumorale. Cette association peut également permettre la conversion du TGF-β en forme active, 
influençant ainsi notamment la survie cellulaire (Ponta, Sherman et al. 2003).  
Enfin, une autre fonction émergente de CD44 est sa capacité à se comporter comme un co-
récepteur, ce qui est par exemple le cas avec les récepteurs Met, ErbB (EGFR) et TGF-βR. Ce 
mécanisme pourrait expliquer en partie la manière dont CD44 influe sur la signalisation intracellulaire 
car même si le domaine intracellulaire de CD44 peut interagir avec de nombreuses protéines de 
signalisation (Src, RhoGTPase, PKC etc.), le caractère direct et fonctionnel de ces interactions reste 
fréquemment mal compris (Ponta, Sherman et al. 2003) (Fig. 17).  
 
 
Figure 17 : Signalisation de CD44 – Crosstalk avec les RTK (d’après (Toole 2009)) 
 
6.3. CD44 et Cancer 
Les isoformes et variants de CD44 sont exprimés différentiellement sur de nombreuses tumeurs 
humaines primaires provenant de cellules de la peau, du sein, du côlon et du cerveau (Hart, Birch et al. 
1991, Dall, Heider et al. 1995, Naor, Sionov et al. 1997, Reeder, Gotley et al. 1998). En particulier, 
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l'expression de certaines isoformes est souvent corrélé à un stade avancé et à un mauvais pronostic du 
cancer, c’est le cas des isoformes CD44v6, v7 et v8 dans le cancer colorectal et le cancer du col de 
l'utérus (Wielenga, Heider et al. 1993, Kainz, Kohlberger et al. 1995, Naor, Sionov et al. 1997, 
Sleeman, Rahmsdorf et al. 1998).  
CD44 étant fortement exprimé dans divers types de cancer, il n’est pas surprenant qu’il soit 
impliqué dans plusieurs étapes critiques de la tumorigénèse, telles que l'initiation, la progression 
tumorale ainsi que la formation des métastases (Seiter, Arch et al. 1993, Zeilstra, Joosten et al. 2008, 
Bourguignon 2012). CD44 est également impliqué dans la rechute (Toma, Hauri et al. 1999, Hirata, 
Suzuki et al. 2013) ou la résistance à la chimio- et radiothérapie (Ohashi, Takahashi et al. 2007, 
Tamada, Nagano et al. 2012). 
Un rôle crucial de CD44 dans l'initiation de la tumeur a été par exemple démontré dans les souris 
ApcMIN/+, un modèle de souris du syndrome humain de polyadénose kystique, caractérisé par le 
développement de multiples polypes adénomateux du côlon causé par une mutation du gène APC. Le 
croisement de ces souris avec les souris CD44-/- a entraîné une diminution de la formation de cryptes 
aberrantes et une réduction drastique du nombre d'adénomes intestinaux, par rapport au souris 
CD44+/+/ApcMIN/+ (Zeilstra, Joosten et al. 2008). 
Le rôle du CD44 dans la promotion de la croissance tumorale a été démontré par la transfection 
des cellules de mélanomes murin avec du CD44s qui induit une augmentation de la taille et du poids 
de tumeurs (Bartolazzi, Peach et al. 1994). 
Les études dans lesquelles les souris p53+/tml (avec une mutation ciblée dans le gène de p53) sont 
croisées avec les souris déficientes en CD44 (CD44-/-) montrent un effet spectaculaire de CD44 sur la 
progression tumorale. Dans ces souris, seules des tumeurs bénignes ont été détectées par  rapport aux 
souris contrôles p53+/tml qui présentent des tumeurs métastasiques (Weber, Bronson et al. 2002). 
Le rôle de CD44 dans les métastases a été démontré par l’introduction de CD44 dans les cellules 
non-métastatiques en les rendant métastatiques. En effet l’introduction de CD44v4-10 dans les cellules 
cancéreuses pancréatiques entraine la formation de métastases. Cet effet a été bloqué par des anticorps 
spécifiques dirigés directement contre CD44v6 (Gunthert, Hofmann et al. 1991, Seiter, Arch et al. 
1993). 
6.4. Mécanisme de l’effet de CD44 sur la progression tumorale 
De par son activité majeure dans le contrôle de l’adhérence et de la migration cellulaire, une 
dérégulation de l’expression de CD44 peut s’avérer extrêmement délétère pour la cellule et conduire à 
différentes pathologies. Dans le cadre du cancer, CD44 semble favoriser l’invasion cellulaire et la 
formation de métastases.  
La migration des cellules tumorales est favorisée par la liaison CD44-HA qui s’explique par les 
interactions entre la queue cytoplasmique de CD44 et le cytosquelette d'actine à travers l’ankyrine et 
les protéines ERM (Lokeshwar, Fregien et al. 1994, Fehon, McClatchey et al. 2010). CD44 est ainsi 
guidé vers le front de migration cellulaire (Lamontagne et Grandbois 2008). Les mécanismes 
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moléculaires sous-jacents sont en partie explorés. Par exemple, l'un des événements centraux dans la 
réorganisation du cytosquelette induite par CD44 semble être l'activation de Rac1. Ainsi la formation 
de lamellipodes dans une lignée de cellules de souris épithéliales mammaires sur des plaques revêtues 
de HA a été inhibée par un anticorps CD44-bloquant, mais aussi par transfection d'une forme mutante 
négative dominante de Rac1 (Oliferenko, Kaverina et al. 2000). Les GEF Vav1 et Vav2 sont des 
régulateurs de Rac1. La phosphorylation de Vav est médiée par des kinases de la famille Src (Bustelo 
2000). Ainsi, l’association de Src à CD44 (Oliferenko, Kaverina et al. 2000) pourrait être la voie de 
signalisation par laquelle CD44-HA initie la réorganisation du cytosquelette. Un autre médiateur de la 
signalisation de CD44 est RhoA. Le GEF p115RhoGEF qui est RhoA spécifique interagit avec CD44 
qui régule de cette manière la signalisation par la sérine/thréonine kinase ROCK qui est une cible de 
RhoA. De plus ROCK phosphoryle CD44, conduisant à une liaison accrue d’ankyrine (Bourguignon, 
Singleton et al. 2003). À travers ROCK activé, l'interaction HA-CD44 conduit aussi à la 
phosphorylation d'un échangeur Na+/H+, qui accentue la dégradation de la MEC et favorise l'invasion, 
en créant un environnement acide induisant l'activation d’HYAL2 et de la cathepsine B. Les multiples 
voies par lesquelles l’interaction CD44-HA active les RhoGTPases démontrent sa contribution à la 
progression tumorale en agissant sur la signalisation et l’induction de la transcription sur l'adhérence, 
la migration, l'invasion et la survie (Bourguignon 2008). L'association de CD44 aux intégrines permet 
l’interaction avec FAK, et celle des intégrines avec les kinases Src et les protéines ERM, de sorte que 
l'association intégrine-paxilline est affaiblie et le complexe CD44-ezrine-intégrine-FAK se déplace 
vers le front de migration de la cellule (Marhaba, Freyschmidt-Paul et al. 2006). La présence de CD44 
sur le front de migration permet son clivage par les métalloprotéases ADAM et les métalloprotéases de 
la MEC (MMP14) (Nagano et Saya 2004) (Nagano et Saya 2004). En outre, la PKC et Rac 
déclenchent l'activation d’ADAM17, qui colocalise avec CD44 dans les plis membranaires sur le front 
de migration (Nakamura, Suenaga et al. 2004).  
 
 68 
 
 
III. LE SYSTEME ENDOTHELINE 
1. Les endothélines  
Des recherches menées au milieu des années 1980/1990 ont mis en évidence l’existence d’une 
substance vasoconstrictrice produite par des cellules endothéliales, le facteur EDCF (endothelium 
derived contracting factor) (Hickey, Rubanyi et al. 1985) (O'Brien, Robbins et al. 1987). L’équipe de 
Yanagisawa et ses collaborateurs ont pour la première fois cloné et caractérisé l’endothéline-1, un 
peptide de 21 acides aminés isolé et purifié à partir du surnageant de cellules endothéliales en culture 
provenant d’aortes de porc (Yanagisawa, Kurihara et al. 1988).  
1.1 Structure des endothélines  
Les endothélines (ET) forment une famille composée de trois isoformes majeures : Endothéline-1 
(ET-1), Endothéline-2 (ET-2) et Endothéline-3 (ET-3) (Inoue, Yanagisawa et al. 1989). L’endothéline-1 
(ET-1) a été le premier membre identifié de cette famille. Ce peptide de 21 acides aminés a une masse 
moléculaire de 2492 daltons et possède un domaine N-terminal libre ainsi qu’un domaine C-terminal 
hydrophobe contenant quatre résidus cystéine. Ces cystéines forment deux ponts disulfures 
intramoléculaires (Cys1-Cys15 et Cys3-Cys11) qui confèrent aux endothélines une structure 
caractéristique appelée conformation bicyclique (Fig. 18). L’intégrité des ponts disulfures même si elle 
n’est pas directement impliquée dans la reconnaissance des récepteurs, semble être requise pour la 
conservation de l’activité du peptide de même que le maintien de la partie C-terminale à caractère 
hydrophobe, en raison du tryptophane 21 (Tryp21) (Kimura, Kasuya et al. 1988, Kloog et Sokolovsky 
1989).  
L’analyse du génome humain a par la suite permis de découvrir et de cloner deux isopeptides 
additionnels, ET-2 et ET-3 (Inoue, Yanagisawa et al. 1989). Tout comme ET-1, ET-2 et ET-3 sont 
également des polypeptides de 21 acides aminés contenant chacun deux ponts disulfures 
intramoléculaires localisés exactement aux mêmes positions (Cys1-Cys15 et Cys3-Cys11). ET-2 et ET-
3 diffèrent respectivement d’ET-1 par deux acides aminés (Trp6, Leu7) et six acides aminés (Thr2, 
Phe4, Thr5, Tyr6, Lys7, Tyr14) (Fig. 18). 
 
Figure 18 : Séquences d'acides aminés des endothélines (Smollich et Wulfing 2007) 
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1.2 Biosynthèse des endothélines  
Les trois isoformes de la famille des endothélines (ETs) sont produites à partir de gènes distincts 
codant pour des précurseurs appelés prépro-endothélines (prépro-ETs). Ces trois prépro-ETs évoluent 
de façon similaire et subissent deux processus protéolytiques (Fig. 19). Dans un premier temps, les 
prépro-ETs sont clivées par une endopeptidase afin d’en soustraire la séquence signal (Yanagisawa, 
Kurihara et al. 1988, Inoue, Yanagisawa et al. 1989, Shiba, Sakurai et al. 1992). Les pro-endothélines 
(pro-ETs : pro-ET-1, pro-ET-2 et pro-ET-3) ainsi formées sont clivées au niveau de sites dibasiques par 
des endopeptidases de type furine pour produire des intermédiaires biologiquement inactifs, à savoir 
les Big-endothélines. Ces seconds précurseurs de 38 à 41 acides aminés sont à leur tour clivés entre les 
résidus Trp21- Val 22 de la Big ET-1 et de la Big ET-2 ou au niveau de la liaison Try21-Ile22 de la Big 
ET-3 pour produire les peptides actifs de 21 acides aminés (ET-1, 2, 3) (Xu, Emoto et al. 1994). 
L'endopeptidase qui catalyse ce dernier clivage Trp-21 a été ainsi appelé enzyme de conversion de 
l’endothéline (ECE). In vitro, la diminution de la production d’ET-1 mature est concordante avec 
l’augmentation de niveau de Big ET-1 en présence de phosphoramidon (Sawamura, Kasuya et al. 
1991). 
 
 
Figure 19 : Biosynthèse des endothélines  
 
1.3 Régulation de la synthèse des endothélines  
La régulation de la synthèse des endothélines se fait majoritairement au niveau transcriptionnel, 
avec une production de novo en réponse à une stimulation des cellules productrices. Plusieurs facteurs 
interviennent dans cette régulation.  
Ainsi, la libération d’ET-1 est favorisée par des agents vasoconstricteurs (angiotensine II, 
vasopressine), des facteurs de croissance et des cytokines (Teplyakov 2004) tels que la thrombine 
(Emori, Hirata et al. 1992), le TGF-β (Shimada, Staten et al. 2011), le TNF-α (Marsden et Brenner 
1992), l’insuline (Oliver, de la Rubia et al. 1991), les facteurs physico-chimiques comme l’hypoxie 
(Zhang, Narayan et al. 2009).  
Une régulation positive de la production de ET-1 par la leptine a été démontrée dans les cellules 
endothéliales (Quehenberger, Exner et al. 2002). Les PPARs (peroxisome proliferator-activated 
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receptors) ont également été identifiés in vitro comme modulateurs de la production d’ET-1 par les 
cellules endothéliales (Delerive, Martin-Nizard et al. 1999). Au niveau de l’utérus, la synthèse d’ET-1 
est augmentée par l’estradiol (Cameron, Bacon et al. 1995). À l’inverse, la synthèse d’ET-1 est inhibée 
par les prostacyclines, les prostaglandines (PGE2 et PGI2) (de Nucci, Thomas et al. 1988), l’oxyde 
d’Azote (NO) et l’héparine (Wagner, Buz et al. 2004). 
Une fois synthétisée, l’ET-1 va être sécrétée de façon prédominante au pôle basal de la cellule 
endothéliale. Elle aura, par conséquent, une action prédominante locale sur les cellules musculaires 
lisses adjacentes. L'ET-1 semble donc plutôt un médiateur paracrine qu'une hormone endocrine. Sa 
demi-vie dans le sang est courte, inférieure à 5 minutes, avec un métabolisme lié à la fois à 
l'internalisation du complexe endothéline-récepteur et à une clairance rénale et pulmonaire (Barbarisi, 
Petillo et al. 2001, Khimji et Rockey 2010). 
2. Enzymes de conversion des endothélines 
2.1. Caractéristiques 
Comme décrit précédemment les enzymes de conversion de l’endothéline sont responsables du 
clivage protéolytique des Big-endothélines pour pouvoir générer la forme active des endothélines. 
L’ajout d’un inhibiteur de métalloprotease, le phosphoramidon pouvant inhiber la conversion de Big 
ET-1 exogène en ET-1 mature in vivo, dans les organes perfusés (McMahon, Palomo et al. 1991, 
Opgenorth, Wu-Wong et al. 1992), a permis de confirmer l’appartenance de l’ECE à la famille des 
métalloprotéases. Elles font partie de la famille des métallo-endopeptidases neutres membranaires à 
zinc de la superfamille des néprilysines, et sont codées par deux gènes ECE-1 et ECE-2 chez l’homme 
(Schmidt, Kroger et al. 1994, Shimada, Takahashi et al. 1996, Emoto, Nurhantari et al. 1999). Une 
troisième forme, ECE-3, a été découverte à partir de microsomes d’iris bovin clivant 
préférentiellement la big ET-3 (Hasegawa, Hiki et al. 1998). 
Les différentes formes d’ECE sont caractérisées par des localisations cellulaires et tissulaires 
différentes et par des spécificités différentes pour les substrats. L’expression d’ECE-1 est quasi 
ubiquitaire, non seulement dans les cellules endothéliales mais aussi dans le cerveau, le poumon, le 
pancréas et la glande surrénale (Schmidt, Kroger et al. 1994, Xu, Emoto et al. 1994). Son activité est 
maximale à pH neutre et elle clive les Big-ETs aussi bien à l’intérieur qu’à la surface des cellules (Xu, 
Emoto et al. 1994, Parnot, Le Moullec et al. 1997). ECE-2 est exprimée notamment dans les tissus 
neuroendocrines comme l’hypophyse et la glande surrénale. Sa localisation dans le trans Golgi et son 
activité maximale à pH acide (pH 5,8) suggèrent un rôle d’enzyme de maturation intracellulaire 
(Emoto, Nurhantari et al. 1999). Par conséquent, ECE-2 est probablement responsable de la 
conversion intracellulaire de Big-ET-1 en ET-1, alors que ECE-1 serait capable d’une conversion tant 
intracellulaire qu’extracellulaire (Mzhavia, Pan et al. 2003, Pacheco-Quinto, Herdt et al. 2013). Les 
souris mutantes déficientes en ECE-1 présentent des anomalies de développement craniofacial et 
cardiaque ainsi qu’une absence de mélanocytes et de neurones entériques distaux, un phénotype 
similaire à celui de souris déficientes en ET-1 (Yanagisawa, Yanagisawa et al. 1998). Par ailleurs, 
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l’invalidation du gène ECE-2 chez les souris ne permet pas d’induire une modification phénotypique, 
à moins qu’elle soit associée à l’invalidation du gène ECE-1 (Yanagisawa, Hammer et al. 2000). Ces 
résultats illustrent un rôle central d’ECE-1 dans le système endothéline. 
2.2. Isoformes de ECE-1 
Les ECE-1 sont constituées d’une partie cytoplasmique N-ter petite, d’un domaine 
transmembranaire hydrophobe et d’un large domaine extracellulaire contenant le site catalytique ainsi 
qu’un motif HEXXH typique des peptidases dépendantes du zinc (Jongeneel, Bouvier et al. 1989) 
(Shimada, Takahashi et al. 1996). Chez l’homme le gène ECE-1 est localisé sur le chromosome 1 
codant pour quatre isoformes (ECE-1a, ECE-1b, ECE-1c et ECE-1d) sous différents promoteurs 
(Valdenaire, Rohrbacher et al. 1995). Les séquences d’acides aminés de ces quatre isoformes sont 
identiques dans leur partie C-ter mais différentes dans leur domaine cytoplasmique, N-terminal, en 
relation avec leur distribution cellulaire (Lindenau, von Langsdorff et al. 2006) (Tableau 8). Elles ont 
des activités enzymatiques similaires mais une distribution cellulaire différente (Muller, Barret et al. 
2003). ECE-1a et ECE-1c sont principalement exprimés au niveau membranaire (Schweizer, 
Valdenaire et al. 1997, Azarani, Boileau et al. 1998). Les ECEs forment des homodimères. Le site de 
dimérisation est entouré par un groupe de résidus chargés positivement afin d’empêcher la formation 
de liaisons covalentes (Hoang et Turner 1997). 
ECE-1b et ECE-1d sont localisés de manière prédominante à l'intérieur de la cellule dans les 
compartiments endosomaux (Valdenaire, Barret et al. 1999), notamment dans les endosomes précoces. 
ECE-1b est aussi présent dans les endosomes tardifs (Muller, Barret et al. 2003). Par ailleurs la 
présence de Big-endothélines et de peptides matures dans les microvésicules isolées à partir de cellules 
endothéliales aortiques suggère une présence de l’activité d’ECEs intracellulaire (Harrison, Barnes et 
al. 1995). L’étude de la distribution d’ECEs est nécessaire pour comprendre le mécanisme de la 
régulation et de la sécrétion d’Endothélines et concevoir des inhibiteurs à usage thérapeutique.  
 
ECE-1 
Isofrome 
 
  Acide aminé N-terminal 
 
Longueur 
 
Localisation 
ECE-1a MPLQGLGLQRNPFLQGKRGPGLTSSPPLLPPSLQVNFHSPRSGQRCWAARTQV>TM 758 Surface 
cellulaire 
ECE-1b MRGVWPPPVSALLSALGMSTYKRATLDEEDLVDSLSEGDAYPNGLQVNFHSPRSGQRCWAARTQV>TM 
 
770 Intracellulaire 
ECE-1c MMSTYKRATLDEEDLVDSLSEGDAYPNGLQVNFHSPRSGQRCWAARTQV>TM 
 
754 Distribution 
intermédiaire 
ECE-1d MEALRESVLHLALQMSTYKRATLDEEDLVDSLSEGDAYPNGLQVNFHSPRSGQRCWAARTQV>TM 
 
767 Surface 
cellulaire 
Tableau 8: Séquence des acides aminés de l’extrémité N-terminale des isoformes d’ECE-1 
(Kuruppu et Smith 2012). 
 
2.3. La phosphorylation d’ECE-1 
Toutes les isoformes d’ECE-1 (à l'exception d’ECE-1a) sont constitutivement phosphorylées et 
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possèdent des séquences consensus de phosphorylation. Des études réalisées sur des cellules 
endothéliales de la veine ombilicale humaine (HUVEC) ont permis d’identifier les Ser18 et Ser20 de 
ECE-1c comme étant des résidus constitutivement phosphorylés chez ECE-1b, c et d (MacLeod, 
Husain et al. 2002). ECE-1a ne possède pas ces résidus et n’est donc pas constitutivement phosphorylé. 
Des études menées in vitro suggèrent que la phopshorylation d’ECE1 est catalysée par la caséine 
kinase I (CK-I) qui n’affecte pas ECE-1a dépourvu de ces résidus. ECE-1a présente plusieurs sites de 
phosphorylations putatifs sur son extrémité N-terminale pour les protéines kinases PKC et PKA. 
L’activation de PKC par son activateur PMA entraine sa phosphorylation et la translocation d’ECE-1a 
de la membrane vers le cytoplasme. L’ajout d’un inhibiteur de la PKC permet de prévenir cette 
translocation (Jafri et Ergul 2006). Les résultats similaires ont été obtenus sur ECE-1b après sa 
phosphorylation médiée par PKA. Lors de sa phosphorylation sur les résidus Thr4 et Ser35 induite par 
PMA, ECE-1c se redistribue au niveau de la surface cellulaire (Kuruppu et Smith 2012). Diverses 
études montrent également que la phosphorylation d’ECE-1 par PKC peut induire une augmentation 
de l’activité enzymatique sur la membrane cellulaire (Smith, Lew et al. 2006). Ces études prennent en 
compte l’activité totale d’ECE-1 sans faire de distinction entre ses différentes isoformes. 
2.4. La régulation de l’expression d’ECE-1 
Une chute de la quantité d’ARN messager de la protéine ECE-1 induite par le traitement par ET-1 
de cellules TRLEC-03, une lignée cellulaire endothéliale vasculaire, indique la présence d’une boucle 
de rétrocontrôle négative dans la régulation de l’expression d’ECE-1. L’incubation préalable des 
cellules avec l’antagoniste BQ788 de l’ETBR (récepteur B des endothélines) empêche cette 
diminution d’expression d’ECE-1 induite par ET-1. Cet effet n’est en revanche pas observé en 
présence de l’antagoniste BQ123 de l’ETAR (récepteur A des endothélines) confirmant l'implication 
de l’ETBR dans le rétrocontrôle négatif de l’expression de l’ECE-1 médié par ET-1. L’ETBR est 
associé à la phospholipase C qui, une fois activée, va entrainer une augmentation du flux calcique. Le 
traitement avec l’ionomycine, un ionophore du calcium peut renforcer l’effet d’ET-1 sur l’expression 
d’ECE-1 (Naomi, Iwaoka et al. 1998). Par ailleurs l’augmentation de la force mécanique du flux 
sanguin sur des vaisseaux peut également diminuer l’expression d’ECE-1 notamment des isoformes 
ECE-1a et ECE-1b dans les cellules endothéliales pour pouvoir moduler le tonus vasculaire. Cet effet 
est neutralisé par l’utilisation d’un agent antioxydant N-acétyl cystéine et d’un inhibiteur de NO 
synthase suggérant l’implication des espèces réactives oxygénées (Morawietz, Talanow et al. 2000, 
Masatsugu, Itoh et al. 2003). 
Des troubles métaboliques comme l’hypercholestérolémie ou le diabète peuvent également 
influencer l’expression d’ECE-1.  
Les LDL (lipoprotéine de basse densité) natives et oxydées peuvent induire une augmentation de 
l’expression d’ECE-1 et de la production d’ET-1 dans les HUVECs. ET-1 entraine à son tour la 
formation de ROS dans les cellules endothéliales ce qui conduit à augmenter la quantité de LDL 
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oxydées dans la circulation et donc le stress oxydatif. En outre, ET-1 facilite l'absorption des LDL 
oxydées par les cellules endothéliales via le récepteur LOX-1 (Kuruppu et Smith 2012). 
. 
Figure 20 : Cellule endothéliale et rôle d’ECE dans le mécanisme de l’athérosclérose. Cercle 
vicieux impliquant les LDL natives (nLDL), ET-1, ROS et LDL oxydées (oxLDL). 
L’utilisation d’un inhibiteur de PKC peut bloquer l’effet de LDL sur la synthèse d’ECE-1 
(Niemann, Rohrbach et al. 2005). 
Le système endothéline est également connu pour être au moins partiellement responsable des 
complications vasculaires du diabète. L’hyperglycémie mais également l’hyperinsulinémie entraine 
une augmentation des taux d’ET-1. In vitro, il a été démontré dans des cellules Ea.hy926 mais aussi 
dans des HUVECs une augmentation de l’expression d’ECE-1c lorsque les cellules se trouvent dans 
des milieux avec des taux de glucose élevés. L’augmentation des concentrations de glucose dans le 
milieu entraine une activation des isoformes β1, β2 et γ de PKC. Cet effet peut être inhibé par l’ajout 
d’inhibiteurs spécifiques de PKCδ ou PKCβ (Keynan, Khamaisi et al. 2004, Khamaisi, Dahan et al. 
2009).  
3. Récepteurs des endothélines et voies de signalisation associées 
Une fois produites et sécrétées, les endothélines agissent directement sur des récepteurs qui leur 
sont spécifiques. Deux types de récepteurs ont été séquencés et clonés chez les mammifères, y compris 
chez l’homme. Ces ET-Rs ont été nommés ETAR (Arai, Hori et al. 1990) et ETBR (Sakurai, 
Yanagisawa et al. 1990). D’un point de vue pharmacologique, ces récepteurs se distinguent par leur 
sélectivité vis à vis des endothélines : ETBR fixe les endothélines d’une manière équivalente alors 
qu’ETAR reconnaît l’ET-1 et l’ET-2 avec une affinité environ 100 fois supérieure à celle d’ET-3 
(Levin 1995). Par ailleurs, certaines études pharmacologiques (Martin, Brenner et al. 1990, Yokokawa, 
Kohno et al. 1991) suggèrent l'existence d'un troisième type de récepteur, appelé récepteur ETc, qui 
montre une plus grande affinité pour ET-3. ETc R a été cloné chez la grenouille Xenopus laevis (Karne, 
Jayawickreme et al. 1993). Il possède environ 50% d’homologie de séquence avec les récepteurs ETA 
et ETB. Toutefois, étant donné qu’il n’a pas encore été cloné chez les mammifères, la présence de ce 
récepteur demeure toujours controversée.  
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Les récepteurs ETA et ETB font partie de la famille des récepteurs à sept domaines 
transmembranaires couplés aux protéines G et partagent environ 50% d’identité au niveau de leurs 
séquences en acides aminés. Ils sont hautement conservés à travers les espèces de mammifères (Levin 
1995). ETAR et ETBR sont exprimés de façon quasi-ubiquitaire dans les différents tissus normaux ou 
tumoraux (Tableaux 9 et 11).  
Tissus/organes Source de cellules ETRs 
 
Vaisseau sanguin 
Endothélial ETBR 
Muscle lisse ETAR 
 
Cœur 
Endothélial ETAR 
Muscle lisse ETAR 
Cardiomyocyte ETAR 
Fibroblastes ETAR, ETBR 
 
Rein 
Endothélial ETAR 
Muscle lisse ETAR 
Cellule mésangiale ETAR, ETBR 
 
Poumon 
Endothélial ETAR 
Muscle lisse ETBR 
Epithélium ETAR, ETBR 
 
Cerveau 
Endothélial ETAR 
Neurone ETAR, ETBR 
Astrocyte ETBR 
Parathyroïde Epithélium ETAR, ETBR 
Tableau 9: Distribution tissulaire et cellulaire des récepteurs des endothélines (Remuzzi, Perico 
et al. 2002). 
Du fait de la différence de séquence sur l’extrémité C-terminale cytoplasmique d’ETAR et 
d’ETBR, nécessaire pour la transduction du signal médié par des protéines G différentes, leurs voies 
de signalisation divergent. Ceci leur confère des activités différentes dans le système vasculaire et dans 
d’autres pathologies comme le cancer (Figure 21). Par exemple ETAR a une forte activité dans la 
vasoconstriction. Au contraire ETBR est doté plutôt d’une action vasodilatatrice. En effet l’ETAR est 
plutôt couplé à des protéines G de type Gαs ou αq qui médient des effets vasoconstricteurs et 
mitogènes au niveau des cellules musculaires lisses et des fibroblastes de l’endothélium vasculaire 
(Ivey, Osman et al. 2008). La vasoconstriction implique le relargage de calcium intracellulaire via la 
voie phospholipase C (PLC)/ inositol triphosphate (IP3), mais également l’activation de multiples 
kinases (PKC, ROCK) intervenant dans la régulation de la phosphorylation de la Myosin Light Chain 
Kinase (MLCK), une protéine directement liée au processus de contraction (Ivey, Osman et al. 2008). 
Par ailleurs, l’effet mitogène dû à l’activation d’ETAR met principalement en jeu la voie Adénylate 
Cyclase/AMPc/PKA qui aboutit à la stimulation de facteurs de transcription régulant le cycle cellulaire.  
 
 75 
 
 
Figure 21 : Signalisations divergentes d’ETAR et ETBR (Nelson, Bagnato et al. 2003) 
Le rôle prolifératif médié par ETAR peut également résulter de la transactivation entre différentes 
voies de signalisation mitogènes. En effet, la PKA et la PKC peuvent directement phosphoryler la 
protéine Raf et ainsi activer la voie mitogénique des MAPK (Ivey, Osman et al. 2008). Il a également 
été démontré que le récepteur ETAR pouvait déclencher la transactivation du récepteur à l’EGF, et 
activer la voie des MAPK, par l’intermédiaire de métalloprotéases libérant des facteurs de croissance 
associés aux protéoglycanes de la matrice extracellulaire comme l’HB-EGF (Chansel, Ciroldi et al. 
2006, Shah, Baukal et al. 2006), ou par l’activation de la kinase Src (Shah, Baukal et al. 2006). 
Concernant l’ETBR, les protéines G impliquées dans sa signalisation sont majoritairement de type Gi 
ou Go. Les effets biologiques principaux, bien décrits au niveau des cellules endothéliales, 
comprennent un effet vasodilatateur indirect via la production de NO et de prostacycline et l’activation 
de canaux potassiques (Filep, Herman et al. 1991, Hirata, Emori et al. 1993). L’activation d’ETBR est 
également impliquée dans l’angiogenèse en modulant la motilité cellulaire. Cet effet nécessite une 
coordination des kinases d’adhésion focale (FAK) et et la GTPase ARF6 (Daher, Noel et al. 2008). En 
dehors du système vasculaire ETBR est essentiel dans le développement des cellules dérivées de la 
crête neurale comme les mélanocytes et les neurones entériques. Les souris porteuses de mutations sur 
le gène ETBR développent un phénotype particulier avec un mégacôlon aganglionique et une 
anomalie de coloration. Ce phénotype est similaire à celui observé dans la maladie de Hirschsprung 
qui est associée à la mutation du gène codant pour ETBR (Hosoda, Hammer et al. 1994). 
 76 
 
4. Principaux rôles physiopathologiques de l’axe endothéline 
Etant donné son expression quasi-ubiquitaire, le système endothéline intervient dans un nombre 
très important de processus physiopathologiques au sein de multiples organes (Tableau  10) (Simonson, 
Jones et al. 1992, Kedzierski et Yanagisawa 2001, Khimji et Rockey 2010). Les rôles physiologiques 
les plus étudiés sont ceux concernant l’homéostasie du système cardiovasculaire (incluant la régulation 
du tonus vasculaire et de la fonction cardiaque) et la modulation de la fonction rénale. Dans ces deux 
domaines, la dérégulation de l’axe endothéline est corrélée à des pathologies de première importance 
comme l’hypertension, l’athérosclérose, l’insuffisance cardiaque ou l’insuffisance rénale chronique. 
Par ailleurs, les endothélines et leurs récepteurs sont également impliqués dans d’autres fonctions 
physiopathologiques allant de l’embryogenèse au contrôle du cycle ovarien, en passant par la 
modulation de la nociception. De nombreuses études indiquent que le système endothéline joue un 
rôle majeur dans la cancérogénèse. Il est impliqué dans divers processus contribuant à la progression 
tumorale comme la prolifération et la survie cellulaire, l’invasion de cellules tumorales et 
l’angiogenèse (Nelson, Bagnato et al. 2003). Dans les paragraphes qui vont suivre, nous allons aborder 
le rôle de composants de l’axe endothéline dans la carcinogenèse. 
Organe Effets 
Cerveau  Neurotransmission, libération de neuropeptides, hémorragie, 
lésions d’ischémie, nociception 
Œil  Débit vasculaire rétinien, excès d’humeur aqueuse, transport 
axonal, neuropathie optique, glaucome 
Cœur  Contraction, prolifération, remodelage et fibrose du 
myocarde, lésion d’ischémie, infarctus, insuffisance 
cardiaque 
Foie  Métabolisme énergétique, cicatrisation, fibrose/cirrhose, 
hypertension portale  
Ovaire  Ovulation, stéroïdogenèse, lutéolyse 
Os  Prolifération et différenciation des ostéoblastes  
Rein  Homéostase de Na+ et H2O, équilibre acido-basique, 
hémodynamique rénale, insuffisance rénale chronique, 
protéinurie, glomérulosclérose, fibrose tubulo-interstitielle  
Vaisseaux  Tonus vasculaire, vasospasme, remodelage vasculaire, 
dysfonction vasculaire, hypertension, inflammation, 
athérosclérose 
Poumon  Vasoconstriction pulmonaire, hypertension pulmonaire, tonus 
bronchique, atteinte pulmonaire aigue, clairance du liquide 
alvéolaire, fibrose pulmonaire, apnée obstructive du sommeil  
Embryogenèse  Développement des organes dérivés de la crête neurale, 
malformation faciale  
Système immunitaire  Inflammation, rejet de greffe, maladie fibrosante et 
sclérosante, production de matrice extra-cellulaire  
Cancer  Prolifération, survie cellulaire, métastases, motilité cellulaire 
et invasion, transition épithélio-mésenchymateuse  
Tableau 10: Principaux rôles des endothélines dans les organes (Stow, Jacobs et al. 2011) 
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4.1. Expression de l’axe d’endothélines dans les cancers 
L’expression d’ET-1 a été étudiée dans de nombreuses lignées de cellules cancéreuses humaines 
par le groupe de Kusuhara qui a montré qu’une forte quantité d’ET-1 était produite notamment dans 
les cellules de cancer du pancréas, de cancer du sein et de cancer du côlon (Kusuhara, Yamaguchi et al. 
1990). Elle peut avoir une action autocrine et endocrine en fonction du type de cancers. Par exemple 
en l’absence de son récepteur dans les cellules cancéreuses, une fixation forte de l’endothéline sur les 
tissus adjacents comme les vaisseaux tumoraux, les fibroblastes et les fibres nerveuses a été mise en 
évidence dans les tissus du cancer colorectal suggérant une action paracrine (Inagaki, Bishop et al. 
1992). L’expression abondante de l’ET-1 et aussi de ses récepteurs ont été observées dans plusieurs 
cancers (Tableau 11). L’ET-1 stimule la prolifération de lignées cellulaires (Hela (carcinome du col de 
l’utérus) et HEp-2 (carcinome laryngé)) de manière dose-dépendante. Cet effet est inhibé par 
l’utilisation de bloqueurs des canaux calciques ainsi que par des anticorps polyclonaux. Ces résultats 
tendent à démontrer que l’ET-1 est à la fois synthétisée et libérée par les cellules carcinomateuses 
humaines. L’ET-1 exogène et l’ET-1 endogène stimulent la prolifération de ces cellules via des influx 
calciques suggérant un rôle autocrine/paracrine dans certains types de cellules tumorales (Shichiri, 
Hirata et al. 1991). 
Dans certains cancers, l’effet mitogénique et métastatique de l’ET-1 est médié uniquement par 
ETAR alors que l’expression d’ETBR n’est pas impliquée dans la progression tumorale (Nelson, 
Chan-Tack et al. 1996, Harland, Kuc et al. 1998, Bagnato, Salani et al. 1999). Par exemple dans le 
cancer de la prostate la surexpression d’ETAR et d’ET-1 est fréquemment associée à une baisse 
d’expression d’ETBR due à une hyperméthylation du promoteur du gène ETBR (Nelson, Lee et al. 
1997).  
Le ratio d’expression de ETAR/ETBR peut également être inversé dans certaines tumeurs tels que 
le carcinome ovarien, les méningiomes et les astrocytomes par rapport aux tissus sains (Pagotto, 
Arzberger et al. 1995, Wu-Wong, Chiou et al. 1996, Bagnato, Salani et al. 1999).  
Dans certains cancers comme les mélanomes, le cancer du sein et le cancer de la vulve, c’est 
l’ETBR qui est surexprimé par les cellules tumorales. Cette surexpression est fortement corrélée avec 
la progression tumorale et /ou la survie des patients et contribue aux actions pathogénique des 
endothélines (Alanen, Deng et al. 2000, Demunter, De Wolf-Peeters et al. 2001, Eltze, Bertolin et al. 
2007). Par ailleurs, le ETBR est parfois surexprimé dans les cellules stromales avoisinant les tumeurs 
et est fréquemment associé à une augmentation de la densité vasculaire suggérant son rôle dans 
l’angiogenèse (Egidy, Juillerat-Jeanneret et al. 2000, Buckanovich, Facciabene et al. 2008).  
L’équipe de Buckanovich a mis en évidence la surexpression d’ETBR dans les vaisseaux 
entourant des tumeurs ovariennes associée à l’absence de lymphocytes T infiltrant les tumeurs. Ceci a 
été corrélé avec une diminution de la réponse immunitaire et de la survie des patientes (Buckanovich, 
Facciabene et al. 2008). 
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Type de Tumeur ETRs ETs/ECE Références 
Surrénale 
- Adénomes 
- Phéochromocytomes 
 
↑ ETAR, ↑ ETBR 
↑ ETAR, ↑ ETBR 
 
↑ ET-1 
↑ ET-1, ↑ ECE 
 
(Egidy, Baviera et al. 
2001) 
(Oishi, Sasaki et al. 1994) 
Thyroïde ↑ ETAR ↑ ET-1, ↑ ECE (Donckier, Michel et al. 
2003) 
Foie ↓ ETBR ↑ ET-1 (Kar, Yousem et al. 1995) 
Utérus 
- Col 
- Léiomyomes 
 
↑ ETAR, ↑ ETBR 
↑ ETAR, ↓ ETBR 
 
↑ ET-1, ↑ ET-2, ↓ ET-3 
 
(Sun, Liu et al. 2007) 
(Breuiller-Fouche, Vacher-
Lavenu et al. 1997) 
Œsophage ↓ ETBR ↑ ET-1 (Ishibashi, Hanyu et al. 
2003) 
Colon ↑ ETAR, ↓ ETBR ↑ ET-1 (Egidy, Juillerat-Jeanneret 
et al. 2000) 
Vessie ↑ ETAR ↑ ET-1, ↑ ECE (Said, Smith et al. 2011) 
Sein (Carcinome) ↑ ETBR > ↑ ETAR ↑ ET-1, ↑ ECE, ↓ ET-3 (Wulfing, Kersting et al. 
2004, Wulfing, Tio et al. 
2004, Wiesmann, Veeck et 
al. 2009) 
Mélanomes ↑ ETBR ↑ ET-3 ? (Demunter, De Wolf-
Peeters et al. 2001) 
Méningiomes ↑ ETAR (mRNA) 
↑ ETBR (vaisseaux) 
↑ ET-1 (Pagotto, Arzberger et al. 
1995, Boldrini, Pistolesi et 
al. 2006)  
Rein ↑ ETAR, ↑ ETBR ↑ ET-1 (Herrmann, Eltze et al. 
2007) 
Poumon  
- NSLCL 
- SCLC 
 
↑ ETAR 
↑ ETBR 
 
↑ ET-1 
↑ ET-1 
 
(Boldrini, Gisfredi et al. 
2005) 
(Blouquit-Laye, Regnier et 
al. 2010) 
Prostate ↑ ETAR, ↓ ETBR ↑ ET-1, ↓ NEP (Nelson, Hedican et al. 
1995, Nelson, Lee et al. 
1997, Papandreou, Usmani 
et al. 1998) 
OS (ostéosarcomes, métastase 
prostatiques) 
↑ ETAR ↑ ET-1 (Medinger, Adler et al. 
2003) (Felx, Guyot et al. 
2006) 
Nasopharynx ↑ ETAR, ↓ ETBR ↑ ET-1 (Lo, Tsang et al. 2002, 
Pickering, Jordan et al. 
2007) 
Ovaire ↑ ETAR ↑ ET-1 (Bagnato, Salani et al. 
1999, Salani, Di Castro et 
al. 2000) 
Vulve ↑ ETBR > ↑ ETAR  (Eltze, Bertolin et al. 2007) 
Utérin (Col) ↑ ETAR, ↑ ETBR ↑ ET-1, ↑ ET-2, ↓ ET-3 (Sun, Liu et al. 2007) 
Tableau 11 : Expression de l’axe endothéline dans les cancers humains. 
 
En ce qui concerne l’ECE-1, son expression est élevée dans des lignées de tumeurs ovariennes, de 
cancer du sein, de carcinome épidermoïdes oraux-pharyngés et de glioblastomes (Berger, Dehmlow et 
al. 2005, Awano, Dawson et al. 2006, Smollich et Wulfing 2007, Rayhman, Klipper et al. 2008). Dans 
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les cancers du sein, l’expression d’ECE-1 est corrélée avec l'expression du VEGF, d’ETAR, d’ET-1, et 
la récurrence de la maladie (Rayhman, Klipper et al. 2008). Dans le cancer ovarien la surexpression de 
l’ECE-1 est retrouvée dans les tumeurs primaires et métastatiques et est corrélée à l’augmentation du 
niveau et de l’activité de l’ET-1. Par ailleurs le blocage d’expression d’ECE-1 par ARNi et par des 
inhibiteurs chimiques in vitro a permis de bloquer la production de l’ET-1 par ces cellules cancéreuses. 
La prolifération des cellules tumorales n’a pas été affectée par l’ARN interférence dans le cancer 
ovarien. Par contre le silençage d’ECE-1 a permis de conférer à ces cellules un phénotype moins 
invasif en réduisant l’activité de MMP2 (Matrix Metalloproteinase-2), en améliorant leur capacité 
d’adhésion aux composants de la membrane basale (collagène IV et laminine-1) et en modulant 
l’expression des marqueurs épithéliaux et mésenchymateux (E-cadhérine/N-cadhérine) (Rayhman, 
Klipper et al. 2008).  
Dans le colon, où une étude in situ a été réalisée, l’ECE-1 est préférentiellement exprimé sur les 
cellules épithéliales normales ou tumorales et sur les cellules endothéliales, de même que celle du 
précurseur d’ET-1. L’expression est plus forte dans les tissus tumoraux. Les récepteurs sont retrouvés 
au niveau du stroma (Egidy, Juillerat-Jeanneret et al. 2000).  
4.2. Mécanismes d’action de l’axe endothéline dans la progression tumorale 
L’axe endothéline est impliqué dans de multiples processus favorisant la progression tumorale tels 
que la prolifération et la survie cellulaire, l’invasivité cellulaire, le remodelage de la matrice 
extracellulaire (ECM), l’angiogenèse et la dissémination métastatique.  
4.2.1. L’axe endothéline et la prolifération et la survie cellulaire 
Les endothélines et en particulier ET-1 sont capables de stimuler les protéines tyrosine-kinases 
(PTK) telles que FAK et Src. L’activation de ces protéines s’accompagne de la formation de 
complexes Shc-Grb2 (Cazaubon, Ramos-Morales et al. 1994) et peut conduire à l’activation 
séquentielle du module MAPK (Raf/MEK/MAPK) ou de la kinase S6K, et par conséquent augmenter 
la transcription de proto-oncogènes tels que c-Fos, c-Myc, c-Jun. (Simonson, Wang et al. 1992, 
Bouallegue, Daou et al. 2007). L’activation des PKC et l’augmentation de la concentration 
intracellulaire en Ca2+ jouent un rôle important dans ces activations. Les effets mitogènes d’ET-1 
peuvent également impliquer la transactivation du récepteur de l’EGF (Epidermal Growth Factor) 
grâce à un dialogue entre des récepteurs d’endothélines et l’EGFR. Ceci peut impliquer deux 
mécanismes : soit la phosphorylation intracellulaire directe des RTKs (récepteur à activité tyrosine 
kinase) par la protéine kinase c-Src, soit leur activation grâce à l’action de métalloprotéases permettant 
le relargage de facteurs de croissance associés à la matrice extracellulaire comme l’HB-EGF (Heparin-
binding EGF-like growth factor) (Almendro, Garcia-Recio et al. 2010). Dans les cellules de carcinome 
ovarien la transactivation de l’EGFR induite par l’ET-1 est médiée par c-Src. Ceci est associé au 
recrutement de protéines adaptatrices comme Shc et Grb2 en contribuant à l’activation d’ERK et 
d’AKT. La phosphorylation de Shc et l’activation d’ERK induites par ET-1 peuvent être inhibées 
partiellement en présence de l’inhibiteur de tyrosine kinase de l'EGFR, la tyrphostine AG1478 (Vacca, 
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Bagnato et al. 2000). L’association d’un inhibiteur de l’EGFR (gefitinib) et d’un antagoniste 
spécifique de l’ETAR (ZD4054) a permis d’induire une réduction du signal plus importante (Rosano, 
Di Castro et al. 2007). 
ET-1 peut également agir comme un facteur de survie en inhibant l’effet apoptotique induit par 
FasL (Fas ligand) et paclitaxel (un agent chimiothérapeutique) dans de multiples lignées cancéreuses 
du côlon, de l’ovaire et de la prostate (Eberl, Valdenaire et al. 2000, Del Bufalo, Di Castro et al. 2002, 
Nelson, Udan et al. 2005). Ceci implique l’activation de PI3Kinase/AKT et la stabilisation du facteur 
antiapoptotique Bcl-2, couplés à une diminution de la production de facteurs pro-apoptotiques comme 
Bad, Bax et Bak. Un traitement par un antagoniste des récepteurs ETAR et ETBR a permis de 
potentialiser l’effet apoptotique induit par FasL dans les cellules du carcinome colorectal (Eberl, Egidy 
et al. 2000). Le blocage d’ETAR par un antagoniste sélectif (BQ-123) peut inhiber l’activation de la 
voie AKT induite par ET-1 en sensibilisant des cellules de carcinome de l'ovaire à un traitement par le 
paclitaxel (Del Bufalo, Di Castro et al. 2002). 
4.2.2. L’axe endothéline et l’invasivité tumorale 
D’un point de vue clinique la présence d’ET-1 dans des tumeurs métastatiques de certains cancers 
tels que le cancer de la prostate, le carcinome du nasopharynx et le cancer du sein suggère son rôle 
dans l’invasion tumorale (Nelson, Hedican et al. 1995, Mai, Zeng et al. 2006, Yildirim, Gunel et al. 
2008). Il a été montré que l’ET-1, par l’intermédiaire d’ETAR et/ou d’ETBR, permet d’induire le 
relargage de protéases dégradant la matrice extracellulaire, comme les MMP (Matrix 
Metalloproteinase) et l’urokinase, ce qui favorise l’invasivité de diverses lignées cellulaires tumorales 
in vitro (Nelson, Hedican et al. 1995, Rosano, Varmi et al. 2001, Hagemann, Binder et al. 2005). L’ET-
1 entraine également l’activation de kinases d’adhésion focales (FAK) et la phosphorylation de la 
paxilline, une protéine directement en contact avec les intégrines, ce qui permet d’augmenter la 
motilité cellulaire (Bagnato, Rosano et al. 2004). De plus, l’ET-1 favorise la migration cellulaire 
dépendante des intégrines α2β1 et α3β1 en activant des kinases associées à ces voies de signalisation 
comme ILK (Integrin-linked kinase), AKT et GSK-3 (glycogen synthase kinase-3) (Rosano, Spinella 
et al. 2006).  
L’ET-1 est également impliquée dans la transition épithélio-mésenchymateuse (Hagemann, 
Binder et al. 2005). Dans des lignées cancéreuses issues de mélanomes ou de cancers ovariens, 
l’activation de l’axe endothélines confère à ces cellules un phénotype mésenchymateux en induisant 
une baisse d’expression de la E-cadhérine tout en accroissant l’expression de marqueurs 
mésenchymateux comme β-caténine et Snail (Rosano, Spinella et al. 2005). D’un point de vue 
moléculaire, l’activation de l’ETAR dans les cancers de l’ovaire, entraine l’inhibition de la GSK-3β 
par l’intermédiaire de la PI3K, de l’ILK et de la β-arrestine, ce qui limite la dégradation de la β-
caténine et du facteur de transcription Snail par le protéasome. Ceci permet d’engager le programme 
transcriptionnel nécessaire à la TEM en réprimant la synthèse d’E-cadhérine et en augmentant la 
production de N-cadhérine et l’activation de facteurs de transcription comme Slug ou Twist (Rosano, 
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Spinella et al. 2005, Rosano, Cianfrocca et al. 2009). Par ailleurs la β-caténine a un effet modulateur 
sur l’expression de l’ET-1 dans les cellules tumorales du cancer colorectal et l’ET-1 protège ces 
cellules de l’apoptose après l’inhibition de la β-caténine. Ainsi l’ET-1 semble être un acteur principal 
dans la voie de la β-caténine en contribuant à la survie cellulaire (Kim, Xiong et al. 2005).  
4.2.3. L’axe endothéline et l’angiogénèse 
Les endothélines sont elles-mêmes des facteurs mitogéniques pour les cellules musculaires lisses 
vasculaires, les fibroblastes et les péricytes mais sont aussi capables d’induire la biosynthèse de 
facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF (Vascular endothelial growth factor) et PGE2 
(prostaglandin E2) par les cellules tumorales, favorisant ainsi l’angiogenèse tumorale. En condition 
normoxique, l’activation des récepteurs ETA ou ETB par les endothélines déclenche une voie de 
signalisation impliquant la phospholipase A2 (PLA2), l’acide arachidonique et donc la production de 
prostaglandines par les cyclooxygénases en favorisant la production de PGE2 (Spinella, Rosano et al. 
2002). Les endothélines favorisent également la stabilisation du facteur de transcription HIF-1α 
(Hypoxia Inducible Factors) en aboutissant à la biosynthèse de VEGF (Spinella, Rosano et al. 2002). 
Dans des lignées de mélanomes, la stabilisation de HIF-1α conduit à l’inhibition de la prolyl 
hydroxylase 2 (PHD2), l’enzyme responsable du ciblage d’HIF-1α vers le protéasome via la voie de 
signalisation PI3K/ILK/Akt/mTOR (Spinella, Rosano et al. 2010). Les effets de l’ET-1 sur HIF-1α 
permettent de mimer des conditions hypoxiques en situation normoxique ou d’amplifier une hypoxie 
déjà présente, ce qui stimule la transcription de gènes comportant un site de fixation à HIF comme le 
gène codant le VEGF ou l’ET-1. L’ajout d’un antagoniste de l’ETAR permet de bloquer la formation 
du complexe de transcription à l’HIF et la surexpression de VEGF induites par ET-1 (Bagnato, 
Spinella et al. 2005). Par ailleurs l’ET-1 induit la sécrétion du VEGF-C et la production du récepteur 
spécifique au VEGF-C, le VEGFR-3 qui est transactivé à la suite de la fixation d’ET-1 ou d’ET-3 sur 
ETBR, ce qui participe à l’effet prolifératif, antiapoptotique et pro-invasif des endothélines sur les 
mélanomes. De plus la sécrétion de VEGF-C induite par l’ET-1 favorise également la 
dédifférenciation des cellules tumorales en cellules capables de former des structures vasculaires 
(Spinella, Caprara et al. 2013). Ce processus de mimétisme vasculaire, présent dans diverses tumeurs, 
est corrélé avec l’agressivité des cancers, la présence de métastases et un mauvais pronostic (Hendrix, 
Seftor et al. 2003).  
4.3. L’axe endothéline et la douleur liée au cancer 
Les endothélines et en particulier l’ET-1 semblent jouer un rôle dans la nociception, notamment 
dans les douleurs inflammatoires, neuropathiques et tumorales. Au niveau périphérique, ET-1 serait 
plutôt un inducteur de la douleur, tandis qu’au niveau du SNC elle l’inhiberait via l’hypothalamus 
(Hans, Deseure et al. 2008).  
En ce qui concerne les douleurs liées au processus tumoral, l’ET-1 serait impliquée dans la 
douleur induite par la présence de métastases osseuses occasionnant des douleurs sévères et 
persistantes (Peters, Lindsay et al. 2004). Une étude utilisant l’atrasentan, un inhibiteur sélectif 
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d’ETAR, aurait permis d’atténuer les douleurs et de diminuer les doses d’analgésiques pour 30% des 
patients atteints de cancers de la prostate métastatiques (Carducci, Nelson et al. 2002). De même, dans 
des modèles animaux de métastases osseuses impliquant des cellules tumorales sécrétant l’ET-1, ce 
même inhibiteur aurait permis de réduire significativement les manifestations douloureuses ainsi que 
l’expression de marqueurs moléculaires nociceptifs dans les fibres nerveuses chez les animaux traités 
(Peters, Lindsay et al. 2004). Au contraire, le traitement de ces mêmes modèles animaux avec un 
inhibiteur spécifique d’ETBR entrainerait l’effet inverse et potentialiserait la douleur. Les rôles 
opposés des récepteurs ETA et ETB dans la modulation de la douleur liée aux cancers ont également 
été identifiés dans d’autres études et avec d’autres tumeurs (Quang et Schmidt 2010, Quang et 
Schmidt 2010) où il a été montré que l'activité d’ETAR sur les neurones afférents primaires conduisait 
à une transduction du signal en aval entraînant l'activation de nocicepteurs périphériques. 
L’antagonisme des ETAR pourrait atténuer la douleur d’origine tumorale par la modulation de la 
libération d'opioïdes endogènes agissant sur les récepteurs opioïdes présent dans le micro-
environnement. Les récepteurs ETB semblent être exprimés principalement dans les cellules DRG 
satellites et les cellules de Schwann et pourraient induire la synthèse et la libération de la 
prostaglandine E2, impliquée dans la douleur inflammatoire (Khodorova, Navarro et al. 2003). 
L’utilisation de modulateurs des ETRs, des antagonistes pour ETAR ou des agonistes pour ETBR, 
pourrait ainsi constituer une nouvelle stratégie pour traiter la douleur liée aux cancers. 
4.4. Thérapeutique  
L’implication des composants de l’axe endothéline dans de multiples cancers suggère sa valeur 
potentielle comme une cible dans la thérapeutique anticancéreuse. À ce jour, un certain nombre 
d’antagonistes des ETRs peptidiques ou non peptidiques, sélectifs ou mixtes a été développé. Le 
BQ123 (sélectif d’ETAR) et le BQ788 (sélectif d’ETBR) ont été les premiers antagonistes peptidiques 
des ETRs. Leur application est restreinte aux modèles in vitro pour une évaluation du rôle des ETRs 
dans la tumorigénèse. À l’heure actuelle, le Bosentan (antagoniste mixte), l’Atrasentan et YM-598 
(antagonistes sélective d’ETA), et le Zibotentan (antagoniste d’ETA spécifique) sont les principaux 
antagonistes des ETRs qui ont été évalués à la fois dans les essais précliniques et les protocoles 
cliniques en oncologie avec des taux de succès variables selon les essais et les types de tumeurs 
(Tableau 12). 
L’Atrasentan et le Zibotentan ont montré une certaine efficacité selon diverses études sur des 
tumeurs surexprimant ETAR, comme les tumeurs ovariennes, prostatiques et nasopharyngiales, avec 
parfois une inhibition de plus de 60 % du volume tumoral lors d’essais cliniques chez l’homme 
(Rosano, Spinella et al. 2003, Mai, Zeng et al. 2006, Banerjee, Hussain et al. 2007). La combinaison 
de ces antagonistes avec d’autres molécules utilisées en chimiothérapie comme les Taxanes, les sels de 
platine ou le Géfitinib, a montré des effets antitumoraux synergiques dans le cas de carcinomes 
ovariens ou prostatiques (Rosano, Spinella et al. 2004, Banerjee, Hussain et al. 2007, Rosano, Di 
Castro et al. 2007). D’autres bithérapies, associant l’Atrasentan avec le Trastuzumab ou le Zibotentan 
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avec des inhibiteurs endocriniens, auraient démontré leur pertinence pour la thérapie de cancers 
mammaires (Fischgrabe, Gotte et al. 2010). De même, le Bosentan aurait permis d’obtenir une 
inhibition de la croissance tumorale vitro et in vivo dans certains essais cliniques concernant les 
mélanomes (Berger, Bernasconi et al. 2006) tandis que dans d’autres essais associant la Dacarbazine à 
de fortes doses de Bosentan, aucun effet bénéfique n’aurait été observé dans le bras Dacarbazine+ 
Bosentan versus Dacarbazine seule, sur les paramètres comme la progression tumorale ou la survie 
globale. En ce qui concerne les expériences réalisées dans les souris nude implantées avec des lignées 
de cancers gastriques, l'inhibition de l'ETAR avec le YM-598 a réduit significativement la croissance 
tumorale et les métastases hépatiques (Fukui, Nishimori et al. 2007).  
 
 
Tumeurs 
 
Patients 
 
Traitements 
 
Résultats 
Essai Cliniques 
/ Références 
  Phase I   
Gliome n=25 Atrasentan Amélioration du TTP (Phuphanich, Carson et 
al. 2008) 
mPC n=31 Zibotentan+Chimioth. Bénéfice de l’association (Trump, Payne et al. 
2011) 
  Phase II   
HRPC n=288 Atrasentan 2 réponses partielles (Carducci, Padley et al. 
2003) 
RC n=98 Atrasentan Aucun bénéfice (TTP) (Carducci, Manola et al. 
2015) 
mPC n=44 Atrasentan+Z.acid Aucun bénéfice de 
l’association 
(Michaelson, Kaufman et 
al. 2006) 
NSCLC n=44 Atrasentan+Chimioth. Aucun bénéfice de 
l’association 
(Chiappori, Haura et al. 
2008) 
mHRPC n=31 Atrasentan+Chimioth. Aucun bénéfice de 
l’association 
(Armstrong, Creel et al. 
2008) 
MM n=35 Bosentan Stabilisation du cancer  
pour 6 patients 
(Kefford, Beith et al. 
2007) 
MM n=80 Bosentan+Chimioth. Aucun bénéfice de 
l’association 
(Kefford, Clingan et al. 
2010) 
mHRPC n=312 Zibotentan Pas d’effet sur le TTP,  
↑ survie globale 
(James, Caty et al. 2010) 
  Phase III   
mHRPC n=809 Atrasentan Aucun bénéfice (TTP) (Carducci, Saad et al. 
2007) 
HRPC n=941 Atrasentan Aucun bénéfice (TTP) (Nelson, Love et al. 
2008) 
Tableau 12: Molécules ciblant les ETRs utilisées en phase clinique pour le traitement des cancers. 
TTP : Time to Progression ; PC : Prostate cancer ; mPC : metastatic Prostate Carcinoma ; HRPC : 
Hormone Refractory Prostate cancer ; RC : Renal Carcinoma ; NSCLC : Non small Cell Lung cancer ; 
MM : Metastatic Melanoma ; Z. acid : Zoledronic acid, D’autres essais sont en cours mais les résultats 
ne sont pas disponibles. (Bagnato, Loizidou et al. 2011, Rosano, Spinella et al. 2013) 
 
Outre l’inhibition des récepteurs aux endothélines, les enzymes de conversion, fréquemment 
surexprimées dans les cancers, sont également apparues comme des cibles thérapeutiques 
potentiellement intéressantes pour les thérapies anti-tumorales. L’inhibition d’ECE-1 par ARN 
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interférence ou par les inhibiteurs chimiques in vitro a montré des effets modulateurs sur l’expression 
de l’ET-1, sur la prolifération des cellules tumorales et sur le phénotype des cellules tumorales (Awano, 
Dawson et al. 2006, Smollich et Wulfing 2007, Rayhman, Klipper et al. 2008). Ainsi l’inhibition 
d’ECE-1 constituerait une autre approche en mesure de cibler simultanément les cellules cancéreuses 
et endothéliales. Néanmoins, la présence de multiples isoformes d’ECE et de voies alternatives de 
production des endothélines a pour le moment limité l’utilisation clinique d’inhibiteurs ciblant les 
ECE (Valdenaire, Lepailleur-Enouf et al. 1999, D'Orleans-Juste, Plante et al. 2003). 
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Les tétraspanines sont des glycoprotéines membranaires impliquées dans une variété de processus 
physiologiques et pathologiques. Elles ont la propriété de s’associer directement à d’autres protéines 
membranaires pour former des complexes primaires qui s’assemblent ensuite pour former des 
complexes d’ordre secondaire réalisant ainsi une compartimentation membranaire, appelée « 
Tetraspanin Web ». En cancérologie, de nombreuses études cliniques et expérimentales ont établi un 
lien entre le niveau d'expression de certaines tétraspanines et la formation de métastases. Ce travail 
porte sur la tétraspanine Co-029 et son rôle dans progression tumorale et le processus métastatique 
dans le cancer du côlon. L’objectif est de faire avancer la compréhension du mécanisme par lequel la 
tétraspanine Co-029 peut moduler l’action d’autres molécules de surface comme des récepteurs de 
facteurs de croissance ou des molécules d’adhérence sur la migration cellulaire.   
Le travail sur le Co-029/tspan8 a été initié suite à l’analyse protéomique des microdomaines à 
tétraspanines réalisée dans notre laboratoire à partir d’un modèle fait de lignées issues de la tumeur 
primitive (Isreco1) et de métastases de cancer du côlon (lignées Isreco2-3) provenant du même patient 
(Le Naour, Andre et al. 2006). Dans ces expériences, il a été montré que l’une des différences les plus 
significatives était une expression très importante de la tétraspanine Co-029/tspan8 sur les lignées 
métastatiques  alors qu’elle était absente de la lignée primitive. Comme le Co-029/tspan8 est considéré 
comme ayant une activité promotrice de tumeur, le laboratoire a établi par transduction de la lignée 
Isreco1, la lignée Is1-Co029 exprimant Co-029/tspan8 au même niveau que la lignée métastatique 
Isreco2 (Greco, Bralet et al. 2010) afin de déterminer l’influence de l’expression de Co-029/tspan8 sur 
différents paramètres biologiques in vitro et in vivo. De plus la lignée de cancer du côlon SW480 
exprime faiblement Co-029/tspan8 et une lignée transduite SW480-Co029 a été produite. 
Ce travail représente donc la suite d’une publication précédente du laboratoire dans laquelle il 
avait été mis en évidence que Co-029/tspan8 pouvait contrôler la migration cellulaire des cellules Is1-
Co029, effet qui était révélé par le silençage de l’E-Cadhérine ou de la p120-caténine ou encore 
l’inhibition par des anticorps des intégrines récepteurs du collagène. 
Dans une première partie expérimentale, nous avons réalisé une étude protéomique pour chercher 
quels de nouveaux partenaires de Co-029/tspan8 qui pourraient être impliqués dans la motilité 
cellulaire. Ces expériences nous ont amené à étudier l’EGFR et le CD44. C’est l’objet d’un 1er article. 
L’étude protéomique nous a également permis d’identifier 2 partenaires spécifiques de Co-
029/tspan8 dont l’un, ECE1, est l’enzyme de conversion de l’endothéline. Etant donné l’importance de 
la voie de signalisation endothéline, notamment dans le tube digestif, il nous est apparu intéressant 
d’étudier l’effet de Co-029/tspan8 sur l’activité de cet enzyme. Nous avons donc fait des expériences 
sur les lignées humaines précédemment mentionnées. Nous avons également développé un modèle 
chez la souris pour lequel nous avons produit des souris invalidées pour le gène Co-029/tspan8 et chez 
le rat des anticorps monoclonaux anti-Co-029/tspan8 de souris. Ce modèle nous a permis de mesurer 
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l’effet  de Co-029/tspan8 sur l’activité d’ECE1 dans le tissu digestif de souris. Un 2è article en 
préparation est présenté dans cette partie. 
Par ailleurs, des données non publiées du laboratoire ont montré que l’expression tissulaire du 
Co-029/tspan8 était restreinte à quelques épithéliums principalement digestifs et que son expression 
assez forte dans les tumeurs digestives pouvait en faire une cible adaptée pour une immunothérapie 
passive par anticorps monoclonaux. Nous avons donc procédé à des implantations de tumeur in vivo 
dans la souris Nude et traité ces souris avec des anticorps monoclonaux anti-Co-029/tspan8 produits 
dans la laboratoire. Un 3è article traite de ce sujet.  
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ARTICLE 1: A Co-029/tspan8 molecular network regulates colorectal carcinoma cells motility 
Yingying Zhu*, Naouel Ailane*, Monica Sala-Valdés, Martine Billard, Viet Nguyen, Raphael Saffroy, 
Antoinette Lemoine, Eric Rubinstein, Claude Boucheix et Céline Greco (*co-premiers auteurs) 
(Article soumis) 
Le laboratoire avait déjà montré que les cellules Isreco1 issues de carcinome colique transduites 
ou non avec le Co-029/tspan8 ont le pouvoir de migrer individuellement et d’une manière régulière sur 
collagène de type I. L’expression du Co-029/tspan8 ne change pas la motilité des Isreco1 mais en 
modifie le mécanisme. En effet, la migration des Isreco1 repose sur l'intégrine α1β1 alors que la 
migration des Is1-Co029 est tributaire de l’intégrine α2β1 accompagnée d’une sensibilité au niveau 
d'expression du complexe E-cadhérine/p120ctn. 
Nous avons voulu approfondir les mécanismes impliqués dans la migration cellulaire qui sont 
régulés par Co-029/tspan8. Nous avons donc réalisé des analyses protéomiques qui nous ont permis de 
mettre en évidence de nouveaux partenaires de Co-029/tspan8. Au cours de ces expériences nous 
avons découvert de manière fortuite que les mycoplasmes avaient un effet sur la motilité cellulaire, ce 
qui nous a amené à étudier les voies de signalisation potentiellement impliquées..  
Une première partie de ce travail repose sur l’implication de TLR2 (Toll Like Receptor 2), 
récepteur de molécules microbiennes pouvant médier les effets des mycoplasmes. Peu de données sont 
disponibles actuellement sur la signalisation des TLR et la migration des cellules tumorales (Rakoff-
Nahoum et Medzhitov 2009 2317).  
La 2è partie concerne l’identification de nouveaux partenaires de Co-029/tspan8 par 
spectrométrie de masse, EGFR et CD44, et la démonstration de la régulation de leurs propriétés 
fonctionnelles par cette tétraspanine.  
Implication de la voie TLR2 dans la migration des Isreco1 sur collagène 
Le rôle des mycoplasmes sur la migration cellulaire a été une découverte fortuite de bonnes 
pratiques de laboratoire qui consiste à surveiller la présence fréquente de ces microorganismes dans les 
cultures cellulaire à long terme. Cette présence n’affecte pas nécessairement la survie cellulaire mais 
peut induire des biais dans l’interprétation de données expérimentales. Elle peut également être 
responsable d’échec de protocoles expérimentaux classique comme la production d’hybridomes (les 
mycoplasmes consomment l’hypoxanthine-thymidine nécessaire à la croissance des hybridomes). En 
traitant les cellules Isreco1 avec la BM-cycline afin d’éliminer une infection par les mycoplasmes, 
nous avons constaté que leur capacité à migrer sur le collagène de type I se trouvait fortement réduite.  
Nous avons pu  vérifier aisément que l’altération de la migration cellulaire était liée à l’absence de 
mycoplasme car le simple ajout d’un surnageant de cellules contaminées restaure la migration Au bout 
de 24 heures d’incubation, les cellules migrent à la même vitesse que les cellules non-traitées (Figure 
1A, 1B de l’article). Nous en concluons que la migration sur collagène dans notre modèle est 
dépendante d’une part du signal des intégrines et d’autre part de la présence de mycoplasmes dans la 
culture. L'expression de Co-029/tspan8 ne change en rien la vitesse de progression des cellules. 
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Afin d’élucider le mécanisme mis en jeu, nous avons recherché à la surface des cellules tumorales 
la présence des récepteurs reconnaissant et interagissant avec les micro-organismes comme les TLRs. 
Nous nous sommes donc intéressés à cette voie de signalisation et plus précisément les TLR (Fig. 22), 
récepteurs de cellules de l’immunité innée. Les cellules Isreco1 expriment TLR2 qui forme des 
homodimères ou des hétérodimères avec le TLR6 et reconnaissent les PAMPs, motifs retrouvés 
notamment sur des molécules de surface de micro-organismes y compris les mycoplasmes. L’étude de 
la motilité cellulaire montre que le PGN B.subtilis (Peptidoglycane extrait de Bacillus subtilis et ligand 
de TLR2) restaure complètement la motilité sur collagène des cellules Isreco1/Is1-Co029 dépourvues 
de mycoplasmes. L’analyse du transcriptome ainsi que la qRT-PCR révèlent que les deux lignées 
expriment l’ARNm de TLR2. L’extinction de l’expression de TLR2 par ARN interférence (réduction 
de l’ordre de 85-90% de l’ARNm estimée par qRT-PCR) induit un ralentissement de 50% de la 
motilité des cellules infectées sur collagène (Figure 1C, 1D de l’article). 
 
Figure 22 : le signal TLR2 est médié par la protéine adaptatrice MyD88 et aboutit à l’activation 
de différentes voies de signalisation comme NFkB, MAPK, Rac1 
Nous avons tenté d’identifier dans la cascade potentielle de signalisation en aval du récepteur 
TLR2 les voies de pouvant être impliquées, à savoir les voies NFkB et MyD88. Nous avons d’abord 
réalisé des marquages des cellules cultivées sur plastique ou sur collagène avec les anticorps anti-
p65NFkB. En immunofluorescence nous n’avons pas observé de translocation cytoplasme-noyau 
(témoin d’une voie NFkB active) ni dans les cellules infectées ni dans les cellules traitées (vérifiées 
négatives en mycoplasmes) après stimulation du TLR2 par PGN (Figure 2 de l’article). En accord avec 
cette observation, l’ARN interférence sur des kinases NEMO qui se situent en amont de NFkB 
n’affecte pas la migration cellulaire. Ces résultats suggèrent que la voie NFkB canonique n'est pas 
impliquée. Elle pourrait d’ailleurs être altérée dans ces cellules. 
A l'inverse, l’extinction de l’expression de MyD88 (un médiateur de la voie TLR2) stoppe 
complètement le mouvement des cellules (Figure 3A de l’article). Nous avons donc conclu que 
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MyD88 est nécessaire à la migration cellulaire dans notre modèle. Afin de mieux appréhender le 
mécanisme par lequel MyD88 joue un rôle dans la migration cellulaire, nous avons cherché un lien 
possible entre MyD88 et la petite GTPase Rac1 essentielle dans ce processus (Figure 3B de l’article). 
Il a été rapporté dans une étude sur l’angiogenèse que la transduction du signal de la voie TLR2 était 
dépendante de MyD88 et aboutit à une activation de Rac1, qui, à son tour, facilite la fonction des 
intégrines et la migration des cellules endothéliales (West, Malinin et al. 2010). Dans une autre étude, 
il a été montré que le signal LPS induit une activation de Rac2 dépendante de MyD88 par 
l’intermédiaire des Rho-GEFs de la famille Vav (Miletic, Graham et al. 2007). De plus, Vav2 est connu 
comme activateur de Rac1. Nous avons donc cherché l’implication de cette famille des Rho-GEFs 
dans notre modèle. L'analyse du transcriptome des cellules Isreco1/Is1-Co029 a montré que seul Vav2 
est exprimé. L’extinction de l’expression de Vav2 par ARN interférence induit un arrêt complet de la 
migration des cellules dans les deux types cellulaires suggérant que Vav2 pourrait être le lien entre 
MyD88 et Rac1 (Figure 3C de l’article). 
Le changement de morphologie et le potentiel migratoire des cellules infectées ou stimulées par 
PGN sur collagène suggéraient la possibilité d’une transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) pour 
laquelle nous avons recherché les marqueurs. Nous n’avons pas trouvé de variation en 
immunofluorescence sur lame des marqueurs épithéliaux CK8/18 (CytoKératine 8 et 18) et du 
marqueur mésenchymal vimentine (Figure 4A de l’article). Nous avons également recherché par qRT-
PCR des variations  de l’expression des ARNm de facteurs de transcription associés à la TEM: Twist, 
Zeb2, snail et slug. Les résultats montrent que l’ARNm de Twist et Zeb2 ne sont pas détectables dans 
les Isreco1/Is1-Co029, alors qu’il existe une augmentation modérée de snail et slug lorsque les cellules 
sont cultivées sur collagène indépendamment de leur statut en mycoplasmes (Figure 4B de l’article). 
Ces résultats suggèrent que l'aspect et le comportement mésenchymateux résultant de la co-stimulation 
par les ligands de TLR2 et le collagène I ne sont pas nécessairement associés à une TEM. 
Nous avons également recherché si l’infection des cellules par les mycoplasmes affectait la 
croissance tumorale in vivo. Nous avons utilisé la lignée SW480 issue également d’un carcinome 
colique étant donné son développement plus rapide et plus homogène après injection sous cutanée 
dans les souris nude par comparaison avec la lignée Isreco1. Les cellules infectées ou dépourvues de 
mycoplasmes injectées par voie sous cutanée dans les souris nude induisent le développement de 
tumeurs présentant les mêmes caractéristiques de croissance et les mêmes aspects histologiques 
(Figure 5 de l’article). 
Rôle d’EGFR et CD44 dans la migration basale des Isreco1/Is1-Co029 
Afin de trouver un lien entre la modulation de la motilité cellulaire et l'expression de Co-029, 
nous avons entrepris d’identifier les molécules associées à Co-029/tspan8 sur la surface celluaire par 
spectrométrie de masse (MS). Nous avons comparé les données obtenues par pontage covalent des 
molécules de surface (Figure 6A de l’article) (suivi de lyse par le détergent Triton X100 et 
immunoprécipitation par l’anticorps anti Co-029/TSPAN8) qui identifient des partenaires primaires de 
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Co-029/tspan8 avec celles obtenues par co-immunoprécipitation à partir de lysats d’extraction par le 
détergent Brij97 qui isole des complexes d'ordre supérieur (Tetraspanin Web). Les listes de protéines 
potentiellement associées aux complexes à tétraspanines ont été établies après soustraction de toutes 
les molécules qui étaient trouvées dans l’immunoprécipitation des cellules Isreco1 par l’anticorps 
Ts29.2. Dans les expériences de pontage covalent, en plus de l’E-cadhérine, déjà identifiée 
précédemment, nous avons identifié CD44 suggérant que cette molécule s’associe directement à Co-
029/tspan8 mais d'une manière non-exclusive puisque CD44 se trouve dans les complexes à 
tétraspanines en l'absence de Co-029/tspan8. CD44 est une molécule de surface très complexe du fait 
de ses multiples isoformes liées à des variations d’épissage de l’ARNm et d’une forte glycosylation 
sur de multiples sites. Ses domaines extra- et intracellulaires sont connus pour interférer avec de 
nombreuses molécules particulièrement après la fixation de hyaluronate. CD44 est associé à des 
fonctions cellulaires importantes comme l'adhérence, la motricité, de la prolifération, les propriétés de 
cellules souches et est, par conséquent, un acteur du phénotype tumoral. Parmi les molécules 
interagissant fonctionnellement avec le CD44, on trouve les RTK, les protéases matricielles et les 
ERM, ce qui pourrait représenter un lien entre la motilité cellulaire et l’expression de Co-029/tspan8. 
Selon les données de MS, il apparaît qu'une forme de taille plus faible que prévu de l’isoforme CD44E 
se trouve dans les TEM uniquement en présence de Co-029/tspan8. Une explication possible serait que 
Co-029/tspan8 cible à la surface cellulaire une isoforme épithéliale de CD44 qui est moins glycosylée 
que les formes de PM supérieur. 
En ce qui concerne l'association de Co-029/tspan8 avec EGFR les analyses en spectrométrie de 
masse et western blots d'extraits Brij97 immunoprécipités par Ts29.2 montrent clairement une 
augmentation de l'association de l'EGFR avec les complexes à tétraspanines en présence de Co-
029/tspan8 (Figure 7 de l’article).  
L’équipement et les logiciels que nous avons utilisés pour réaliser les analyses en spectrométrie 
de masse (Orbitrap Velos) permettent d’effectuer une analyse semi-quantitative des protéines détectées 
(méthode sans marquage dite « Label Free » décrite dans la section Mass spectrometry protein 
identifications du châpitre Materials and Methods et correspondant à la colonne  S-Area dans le tableau 1 
de l’article). Les protéines ont été classées par ordre décroissant d’expression dans l’immuno-
précipitation des cellules Is1-Co029 par l’anticorps Ts29.2. Alors que le niveau d’expression des 
tétraspanines CD9 ou CD81 est d’un même ordre de grandeur dans les deux lignées que l’on 
immunoprécipite par Ts9 (anti-CD9) ou Ts29.2, le niveau d’expression d’EGFR mesuré dans les 
différentes conditions montre que l’association aux complexes à tétraspanines est augmenté de plus de 
10 fois lorsque Co-029/tspan8 est exprimé.  
Cependant, étant donné que l'association EGFR/Co-029/tspan8 n'a pas été détectée par pontage 
covalent, une interaction directe n’est pas formellement démontrée. 
Sur le plan fonctionnel, nous avons montré que l’inhibition de l’activité kinase d’EGFR par 
l'inhibiteur AG-1478, ou la réduction de l’expression par ARN interférence induisaient une 
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augmentation de la motilité des cellules Is1-Co029 et était sans effet sur les cellules Isreco1 (Figure 
8A, 8B de l’article). Curieusement, cet effet est reproduit par un anticorps bloquant la fonction 
d’EGFR, le Cetuximab (Figure 8C de l’article), qui agit en empêchant la fixation du ligand. Dans ce 
contexte nous avons observé une augmentation de la phosphorylation basale de l'EGFR dans les 
cellules Is1-Co029 par rapport aux cellules Isreco1 (Figure 8D de l’article) indiquant une activation 
d’EGFR surprenante pour des cellules porteuses d’une mutation KRAS. On peut donc émettre 
l’hypothèse que l’activation d’EGFR freine la migration cellulaire dans l’environnement moléculaire 
lié à l’expression de Co-029/tspan8. Nous avons exploré les voies de signalisation pouvant être 
impliquées en dehors de la voie Erk qui est activée constitutivement par la mutation KRAS. Le 
silençage d’Akt est sans effet sur la motilité des cellules Isreco1 ou Is1-Co029 mais réverse l’action 
des inhibiteurs d’EGFR ce qui pourrait indiquer que le signal négatif d’EGFR sur la motilité cellulaire 
pourrait être médié par Akt (Figure 8E de l’article). 
Pour ce qui est de CD44, en immunoblot, nous avons observé 2 isoformes principales à 80-90 et 
130kDa ainsi que d’autres formes de PM apparent plus élevé. L’association CD44/Co-029 a été 
confirmée après lyse dans le détergent Brij97. L’immunoprécipitation par l’anticorps CD44 Hermès-1 
co-précipite Co-029/tspan8, par contre l’immunoprécipitation de Co-029/tspan8 ne permet pas de voir 
une co-précipitation de CD44 (Figure 6B de l’article). Il existe d’autres exemples avec les 
tétraspanines dans lesquels la co-précipitation s’observe dans un sens mais pas dans l’autre. 
L’association CD44/Co-029 est intéressante d’un point de vue fonctionnel, puisque là encore 
l’interférence ARN ciblant le CD44 induit une accélération des cellules Is1-Co029 qui est réversée par 
l’anticorps Ts29.1 (anti Co-029/tspan8). L’ARNi ciblant CD44 est par contre sans effet sur les cellules 
Isreco1 (Figure 6C, 6D de l’article). Nous avons recherché si l’effet fonctionnel de CD44 pouvait être 
lié à EGFR par un phénomène de transactivation en présence de Co-029/tspan8. Effectivement, 
l’ARNi ciblant CD44 réduit de plus de 50% la phosphorylation d’EGFR (Figure 6E de l’article). 
Ces résultats montrent que la migration des cellules Isreco1 est un phénomène complexe qui 
fait intervenir plusieurs voies de signalisation, l’une d’entre elles pouvant être activée par des 
agents infectieux exogènes que l’on peut retrouver au niveau des muqueuses respiratoires ou 
digestives. Si Co-029/tspan8 joue un rôle régulateur dans plusieurs de ces voies, il ne semble pas 
intervenir sur la signalisation induite par la voie TLR2. 
 
Tetraspanin Co-029 and cancer cell motility 
 - 1 - 
 
A Co-029/tspan8 molecular network regulates colorectal carcinoma cells motility 
 
 
Yingying Zhu1,2 *, Naouel Ailane1,2 *, Monica Sala-Valdés1,2, Martine Billard1,2, Viet 
Nguyen2,3, Raphael Saffroy2,4,5, Antoinette Lemoine2,4,5, Eric Rubinstein1,2, Claude 
Boucheix1,2 and Céline Greco1,2,6 
 
1Inserm, UMR-S 935, SFR André Lwoff, Villejuif, France  
2Université Paris-Sud 11, France  
3Inserm, UMS-33, SFR André Lwoff, Villejuif, France 
4Inserm UMR-S 1193, SFR André Lwoff, Villejuif, France 
5AP HP, Hôpital Paul-Brousse, Department of Biochemistry, Villejuif, France 
6AP HP, Hôpital Necker, Department of Pain and Palliative Medicine, Paris, France 
* Same contribution 
 
Corresponding author Céline Greco, Inserm UMR-S 935, 14 Avenue Paul-Vaillant-
Couturier, 94800, Villejuif, France. Phone: 0033145595322, Fax: 0033147260319, Email: 
celine.greco@inserm.fr  
 
Running title: Tetraspanin Co-029 and cancer cell motility 
 
Keywords : Co-029/tspan8, cell motility, colorectal carcinoma, mycoplasmas, EGFR 
 
Yingying Zhu and Naouel Ailane contributed equally to this article. 
 
 
8 figures, 1 table, 2 videos 
 
 
  
Tetraspanin Co-029 and cancer cell motility 
 - 2 - 
Abstract 
Colorectal carcinoma cells Isreco1 display an ability to migrate controlled by a complex set of 
signals issued from the membrane. By comparing cells infected by mycoplasmas and 
mycoplasmas free cells, we have established that basal 2D migration is dependent on a double 
signal mediated by the collagen receptors integrins alpha1/2 and the Toll-Like receptor TLR2. 
The signal issued from mycoplasmas can be replaced by a TLR2 ligand and the functional 
effect is neutralized by silencing of MyD88. Following previous observation that 
downregulation of E-cadherin/p120 catenin increases cell motility, we now report that EGFR 
or CD44 inhibition have a similar effect on cell motility that is restricted to tetraspanin Co-
029/tspan8 transduced IsrecoI cells (Is1-Co029). The modulation of cell migration linked to 
EGFR or CD44 can be neutralized by antagonizing Co-029 with the mAb Ts29.1 or by RNA 
interference. Altogether these data point to a crucial role of Co-029 in the modulation of colon 
cancer cell motility which could be related to the protumoral effect reported for this 
tetraspanin. Among surface molecules able to mediate Co-029 function, E-cadherin, EGFR 
and CD44 appear as likely candidates. 
 
Introduction  
Cell motility has attracted considerable interest because of its involvement in normal tissue 
development and repair but also in tumor invasion and metastasis [1]. Frequently linked with 
proliferation and survival, this biological program has been defined as "invasive growth" [2, 
3]. Depending on the cells and their environment, extracellular signals may trigger various 
aspects of this program. The obvious consequence of these biological activities is that they 
can be targeted for the treatment of tumors and are therefore widely investigated. 
We have shown in a previous work that motility of the Isreco1 colon carcinoma cells is 
triggered by a collagen I substrate [4]. Whereas Isreco1 cells don't move on tissue culture 
plastic (TCP), they become intensely motile in an integrin dependent mechanism when a 
collagen I substrate is added. These cells display a regular pattern of migration as shown by 
single cell tracking that demonstrates a low dispersion of cell speed between individual cells. 
The expression of the tetraspanin Co-029/tspan8, that is considered to have a protumoral, 
prometastatic effect [5] does not change cell motility but induces an integrin switch and 
renders cells sensitive to the level of expression of the E-cadherin/p120ctn complex [4]. 
Indeed, Isreco1 basal cell migration relies on integrin α1β1 signaling for migration whereas 
Is1-Co029 cells are α2β1 dependent. Silencing of E-cadherin or p120ctn accelerates Is1-
Co029 cells whereas no effect is found in Isreco1 cells. A physical association between Co-
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029 and E-cadherin has been demonstrated by crosslinking and the difference of response of 
the two cell lines has been shown to be RhoA dependent.  
To find a possible molecular connection that would be a hint towards understanding the 
coordinating role played by Co-029 in cell motility, we used mass spectrometry (MS) for 
identification of the membrane proteins associated to the closely related tetraspanins Co-029 
and CD9.  
According to MS data , we have compared, in relation to the expression of Co-029, the 
contribution of EGFR, a major receptor tyrosine kinase (RTK) signaling molecules and CD44 
that are both involved in tumor cell motility [1, 2], to determine how their modulation may 
influence this cellular function. Moreover, an unexpected observation made in the course of 
this work, i.e. the different pattern of migration of mycoplasma free versus mycoplasma 
contaminated cells, led us to analyze the role of TLR2 signaling.  
 
Results 
Mycoplasms trigger migration of Isreco1 cells on collagen 
Among multiple colon carcinoma cell lines tested for single cell migration ability, only 
Isreco1 cells transduced or not with the tetraspanin Co-029 have a homogeneous pattern of 
cell migration with a low dispersion of cell speed between individual cells (Movie S1 left). 
Isreco1 cells cultured on tissue culture plastic display a rounded morphology, don’t move and 
build clusters of cells upon division whereas the same cells cultured on collagen I move 
rapidly with an elongated arc or fan shape [4]. Cell lines are regularly checked for the 
presence of mycoplasma and treated for one month with BM cyclin to remove mycoplasma 
infection. Upon treatment we observed usually that they nearly completely lost their ability of 
migration on collagen I (Fig. 1A and Movie S1). Moreover, mycoplasma free cells had a 
rounded and spread morphology when cultured on collagen very different from the fan shape 
morphology of mycoplasma contaminated cells (Fig. 1B). The mycoplasma status of the 
Isreco cell lines was checked before and after treatment. Interestingly, if mycoplasma free 
cells were cultured with supernatant of infected cells, they recovered their migrating 
properties after 24 hours incubation and started to migrate at the same speed as untreated cells 
(Fig. 1A). These observations indicate that migration of Isreco1 cells is triggered by two 
mechanisms, the first requiring an integrin-mediated signal triggered by collagen and a second 
signal that is mycoplasmas dependent. The expression of Co-029 does not modify the speed 
of the cells [4]. 
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Since epithelial cells interact with microorganisms through pattern-recognition receptors 
like Toll-like receptors, we decided to explore this pathway. Among TLRs, TLR2 forming 
homodimers or heterodimers with TLR6 are the target of surface molecules of 
microorganisms such as lipopeptides and share the MyD88-mediated signaling pathway [6]. 
The presence of TLR2 in Isreco cells was demonstrated by immunofluorescence (Fig. 1C), 
transcriptomal analysis and quantitative RT-PCR (data not shown). Moreover, we show that 
PGN, a mycoplasmal TLR2 ligand, restores the motility of Isreco1 cells on collagen (Fig. 1D 
and Movie S2). Treatment of mycoplasma contaminated cells by TLR2 siRNA led to 50% 
inhibition of cell migration on collagen (Fig. 1D).  
In order to identify downstream mediators of TLR2 signaling we investigated the NFkB 
pathway. Immunofluorescence experiments using anti p65NFkB antibodies did not reveal 
cytoplasm to nuclear translocation in mycoplasma contaminated Isreco1 cells cultured either 
on plastic or collagen substrates (Fig.2A). Stimulation of TLR2 by PGN that induced 
increased cell migration of mycoplasma-free cells had also no effect on p65NFkB localization 
(Fig. 2B). These results suggest that the canonical NFkB pathway is not activated and maybe 
defective in response to a TLR2 signal. On the opposite, silencing of MyD88 led to complete 
inhibition of cell migration (Fig. 3A and Supplementary Fig. S1). Since MyD88 is required 
for cell migration in this model, we investigated a possible link between MyD88 and the small 
GTPase Rac1 which is essential for cell migration. Silencing of Rac1 led also to inhibition of 
cell migration (Fig. 3B and Supplementary Fig. S1). In addition, Vav proteins have been 
reported to be critical mediators of LPS induced MyD88-dependent activation of Rac2, 
leading to the production of reactive oxygen intermediates [7]. The transcriptomal analysis of 
Isreco cells showed that only Vav2 is expressed (data not shown) and silencing of Vav2 in 
Isreco1 cells expressing or not Co-029 resulted in a complete block of cell migration in both 
cell types suggesting this protein as a link between MyD88 and Rac1 (Fig. 3C and 
Supplementary Fig. S1). 
As epithelial–mesenchymal transition (EMT) can promote tumor motility, we further 
investigated if the change of morphology and migration potential observed in cells cultured on 
collagen and either infected by mycoplasmas or stimulated by PGN2 was associated with 
molecular markers of EMT. For this purpose, we first compared the expression of CK8/18 
and vimentin by immunofluorescence in mycoplasma infected and mycoplasma negative 
cells. Despite the morphological changes when mycoplasma infected cells are plated on 
collagen, no disappearance of CK8/18 fibers was observed and the vimentin labeling was 
diffuse and punctuate but non filamentous whatever the cells, mycoplasma status or substrate 
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plating (Fig. 4A). We also analyzed by quantitative RT-PCR four transcription factors 
associated with EMT. Twist and Zeb2 mRNA were not detectable in Isreco1(+/- Co-029) 
cells, whereas there was a generally moderate increase of Snail and Slug when cells were 
plated on collagen but independently of mycoplasma infection (Fig. 4B). This indicates that 
the mesenchymal aspect and behaviour resulting from the costimulation by TLR2 ligands and 
collagen I is not associated with a strong EMT at molecular level.   
The SW480 cell line was chosen for in vivo experiments since they grow more rapidly and 
homogeneously than Isreco1 cells in vivo. Tumor size was similar in mice injected 
subcutaneously, independently of the mycoplasma status (Fig. 5). At the histological level, no 
major differences were observed but tumors appear to be clearly delimited by a thin fibrous 
and cellular capsule that showed some signs of breaching in 2/5 mycoplasma infected tumors 
(data not shown).   
 
Co-029 molecular partners 
In order to precise the molecular connection between Co-029 and membrane receptors 
involved in cell motility, we have used MS to identify molecules that could be closely linked 
to Co-029 within the tetraspanin web. The rationale for this approach is that tetraspanins build 
multimolecular complexes at cell surface [8-14] with a hierarchical organization in which 
each tetraspanin (mono- or homo/heteromultimeric) has one or more specific partner(s) to 
which it associates through protein-protein interactions (captured by chemical covalent cross-
linking) and these primary complexes may associate together through tetraspanin-tetraspanin 
interactions involving membrane cholesterol and palmitoylation. Secondary interactions are 
revealed by immunoprecipitation of Brij97 lysates. Firstly, we tried to identify surface 
proteins that were crosslinked to Co-029 by membrane impermeant BS3. Since cross-linked 
Co-029 had been observed previously at an apparent MW of ∼200-220 kDa (Fig. 6A) [4], we 
analyzed the content of the cross-linked product(s). We observed that one peptide belonging 
to the cdh3 domain of E-cadherin (382-GQVPENEANVVITTLK-398) and two peptides 
(682-LVINSGNGAVEDR-694, 716-ESSETPDQFMTADETR-731) from the intracytoplasmic 
domain of CD44 were identified with a high score. This confirmed previous results 
suggesting an association between E-cadherin and Co-029 [4] and introduced CD44 as 
another possible Co-029 partner. The apparent MW of the crosslinked complex is higher than 
expected for a complex containing only E-cadherin or CD44s but it could be either a ternary 
complex with the 3 molecules or different complexes of Co-029 with homodimers of CD44 or 
E-cadherin. Subsequent MS analysis of the tetraspanins CD9 and Co-029 Brij97 complexes in 
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Isreco1 and Isreco-Co029 cells showed the presence of 57 associated molecules, most of them 
already known to be present in the tetraspanin web (Supplementary table 1). Among these 
molecules E-Cadherin (two peptides) and CD44 were found in both cell lines as demonstrated 
by their presence in cell extracts immunoprecipitated either by CD9 or by Co-029 antibodies. 
CD44, represented by 4 peptides (2 extracellular 79-YGFIEGHVVIPR-90 and 163-
TNPEDIYPSNPTDDDVSSGSSSER-186 and the 2 peptides from the intracytoplasmic 
domain found in crosslinking experiments), was found in the presence or absence of Co-029 
in regions of the gels corresponding to the 80-90 kDa form considered as the CD44s 
(standard) form and to the 120-130 kDa form which is more likely representative of the 
epithelial isoform of CD44 (CD44E) containing alternative exons v9-v10 (Fig. 6B). By 
immunoblot, we could show that CD44 co-precipitated Co-029 but we couldn’t detect CD44 
in the Co-029 immunoprecipitate suggesting that only a small fraction was associated to the 
tetraspanin web and that MS analysis was more sensitive than immunoblot in our conditions 
(Fig. 6B). We also analyzed by MS CD44 immunoprecipitates in the presence or in the 
absence of Co-029. We detected previously mentioned peptides corresponding to CD44s but 
also peptides corresponding to alternative exons v8-v9 (498-
TGPLSMTTQQSNSQSFSTSHEGLEEDKDHPTTSTLTSSNR-537) and v10 (546-
DPNHSEGSTTLLEGYTSHYPHTK-568-V10) only in cells expressing Co-029 (data not 
shown).  
EGFR and various integrins were also found in CD9 and Co-029 immunoprecipitates but 
not the collagen receptors integrins α1β1 and α1β2 (a weak association of α1β2 was found in 
the CD9 immunoprecipitate). Nine and eight unique EGFR peptides were identified in co-
precipitates from Is1-Co029 cells by mAbs Ts29.2 and Ts9 (CD9) respectively and only 2 
peptides by Ts9 in coprecipitates from Isreco1 cells. Label-free quantification varied 
accordingly suggesting a stronger association of EGFR with the tetraspanin domains in Is1-
Co029 cells (Table 1). 
Role of EGFR on cell migration 
EGFR is detected on Isreco cells by membrane immunofluorescence (Fig. 7A) and in 
agreement with MS data, we confirmed the association of EGFR with CD9 and Co-029 by 
western blot performed after cell lysis with Brij97 detergent (Fig. 7B). However, in the 
presence of Co-029 the association of EGFR with the tetraspanin microdomains is increased 8 
to 15 fold as shown by quantification in MS (label free) and in immunoblot. Reciprocally, Co-
029 is coprecipitated with EGFR from Is-Co029 cells (Fig. 7C). EGFR kinase inhibitor AG-
1478 (Fig. 8A) or EGFR silencing (Fig. 8B and Supplementary Fig. S1) or Cetuximab (a 
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humanized monoclonal antibody that blocks EGFR) (Fig. 8C), all induced an increase of cell 
motility of Is1-Co029 cells without a detectable effect on Isreco1 cells. This effect was 
reversed either by Co-029 silencing or by co-treatment with the Co-029 mAb Ts29.1. To 
explore the cell differential effect of EGFR inhibition on cell motility, we analysed basal 
EGFR phosphorylation with the anti pY mAb 4G10. It appears that phosphorylation of EGFR 
in Is1-Co029 cells is higher than in Isreco 1 cells (Fig. 8D) suggesting that the activation of 
EGFR may have an inhibitory effect on cell migration that is compensated by other 
mechanisms since both cell lines migrate at approximately the same speed. Since these cells 
have a KRAS mutation, it is supposed that the EGFR effects on cell migration are Erk 
independent. However, as in our previous work [4], we show a limited but significant 
inhibitory effect of ERK, p38 and JNK inhibitors on cell migration in cells expressing Co-
029. These inhibitors reversed the stimulatory effect of Cetuximab. On the other hand, 
whereas Akt1 inhibition was ineffective on the migration of Is1-Co029 cells, it restored the 
migration of Cetuximab stimulated cells to basal value (Fig. 8E).  
Role of CD44 on cell migration 
Western blots of cell extracts or immunoprecipitates of CD44 showed 2 major isoforms at 
80-90 and 130 kDa and other forms with higher apparent MW (Fig 6B). We confirmed 
CD44/Co-029 association by immunoblot performed after cell lysis with Brij97 detergent. 
Co-029 association was observed in the CD44 immunoprecipitation but not in the reverse 
precipitation which precluded the observation of a preferential association of Co-029 with a 
specific isoform of CD44 (Fig 6B). 
The association between Co-029 and CD44 may be functionally relevant since CD44 
RNAi (Fig 6C) induced an increased motility of Is1-Co029 cells reversed by the anti Co-029 
mAb Ts29.1 whereas no effect of CD44 RNAi was found in the Isreco1 cell line (Fig. 6D). 
We investigated whether CD44 effect could be mediated through an interaction with EGFR 
by measuring EGFR phosphorylation in CD44 siRNA treated cells. Reduction of CD44 
expression was accompanied by a >50% reduction of EGFR phosphorylation specifically in 
Is1-Co029 cells (Fig 6E). 
 
Discussion 
In this work we demonstrate that the migration on collagen I of colorectal carcinoma cells 
Isreco1 and its Co-029 transduced counterpart is a complex and multistep event with differences 
according to the expression of Co-029. In both types of cell lines, a double signal is required 
for induction of motility analyzed at single cell level. Collagen I triggers a signal mediated by 
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β1 integrins involving the collagen receptors α1 and α2 [4], whereas a 2nd signal mediated by 
MyD88 is necessary. This signal appears to be triggered by mycoplasma in contaminated cells 
and can be substituted by PGN, a TLR2 ligand, in mycoplasma free cells. A second level of 
control over cell motility is exerted by Co-029 through different membrane receptors. In a 
previous work, we already showed that when Co-029 is expressed, the speed is controlled by 
the E-cadherin/p120ctn complex since silencing of these proteins increases the speed of the 
cells. In this work we also show that when Co-029 is expressed, EGFR and CD44 inhibition 
increase cell motility.  
If the involvement of viruses and bacteria has been widely recognized as key event for 
several types of tumors, the role of mycoplasma has been more rarely addressed. This class of 
bacteria that lacks a cell wall has the particularity to grow in close relationship with 
mammalian cells apparently for unlimited time and without major changes in cell aspect. For 
biologists, mycoplasmas are generally considered as a drawback in experiments dealing with 
cell cultures since they can interfere with multiple parameters that may influence results of 
experimental investigations. For that reason, it is generally requested to work with 
mycoplasma free cells and several types of antibiotics are able to clear the cells with varying 
efficiency. However, the effect of mycoplasmas derived molecules on migration and invasion 
of normal or malignant cells has already been suggested by some experimental data. Several 
studies have reported that mycoplasma infection could increase tumor cell invasiveness [15], 
and the fact that mycoplasma DNA has been detected in different human cancer tissues 
including ovarian, gastric, colon carcinomas, esophageal, lung or breast cancer suggests the 
possible coexistence of mycoplasma and tumor in vivo [16]. Mycoplasma may enhance the 
malignant phenotype in prostate and melanoma cancer cells through increased invasion and 
migration potential [17]. A role for the mycoplasma protein p37 has been shown by 
neutralization with the corresponding antibody. Even a direct role of mycoplasma in cell 
transformation has been inferred from cultures of benign human prostate cells (BPH1) 
infected with M. genitalium or M. hyorhinis that led to the acquisition of a malignant 
phenotype with anchorage independent growth, increased migration and invasion [18]. These 
phenotypic alterations were associated with the acquisition of chromosomal aberrations. A 
statistically significant association between Mycoplasma hominis infection and human 
prostate cancer has been reported [19-21]. In the neuroblastoma cells SH-SY5Y, an 
upregulation of calpastatin was reported to result in the inhibition of calpain, a proteolytic 
enzyme involved in many biological processes including migration [22]. Accordingly, the 
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phenotypic alterations induced by mycoplasmas could be viewed as tumor promoting events 
or even as tumorigenic.  
Results in our model demonstrate a direct triggering effect of mycoplasma in cell 
migration and that this effect is mediated by TLR2. Physiologically, epithelial cells are 
continuously exposed to pathogens for which they have developed defense mechanisms in 
order to maintain the integrity of the tissue barrier [23]. They express different pattern 
recognition receptors as Toll-like receptors (TLR) or Nod that upon ligand binding and 
corresponding signalization lead to the production of host defense molecules. In addition 
TLR2 and 5 signaling may induce epithelial repair and survival independently of 
inflammatory cells or mediators [24]. Through their ability to activate the adaptive immune 
system, TLR may act as negative regulators of tumors. On the other hand, a direct effect of 
TLR ligands may promote tumor survival and growth in vitro and in vivo (for review see 
[25]). For instance the endogenous ligand versican may activate the TLR2 pathway [26]. 
Whether the ability of mycoplasmas to trigger cell migration in vitro, observed in the present 
report, could be viewed as rendering tumor cells more invasive and aggressive in in vivo 
situations is not supported by tumor growth in subcutaneously injected nude mice. However 
the heterotopic xenograft may not be the most appropriate model. 
Another level of regulation in the mechanisms of migration of Isreco1 cells is added by 
the stimulatory effects of inhibitors of EGFR in cells expressing the tetraspanin Co-029 vs 
non transduced cells. In this multiparameter control of motility, it is interesting to observe that 
the tetraspanin Co-029 clearly connects EGFR with the signaling pathways involved in the 
dual Integrin/TLR induced cell motility since silencing of EGFR accelerates migration of Co-
029/tspan8 expressing cells.  
In an effort to find a link between modulation of cell motility and Co-029 expression we 
undertook an extensive MS analysis of Co-029 associated molecules. We compared data 
obtained from chemical crosslinking experiments that identify primary partners with those 
issued from immunoprecipitation of Brij97 extracts that harvest higher order complexes 
(tetraspanin web). In addition to E-cadherin, crosslinking suggests that Co-029 associates with 
CD44 but in a non-exclusive way since CD44 is found in the tetraspanin web (Brij97 extracts) 
also in the absence of Co-029. CD44 is a very complex surface molecule due to its multiple 
spliced isoforms and heavy glycosylation. Its extra- and intracellular domains are known to 
interfere with numerous molecules particularly after fixation of hyaluronate. CD44 is 
associated with major cell functions like adhesion, motility, proliferation, stemness and is, as 
such, an actor of the tumor phenotype [27]. Among CD44 functionally interacting molecules, 
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RTK, matrix proteinases and ERM are noticeable and could represent a link between cell 
motility and Co-029 expression. According to MS data, it appears that a lower than expected 
form of CD44E is found in the tetraspanin web uniquely in the presence of Co-029. A 
possible explanation would be that Co-029 targets to the surface an epithelial isoform of 
CD44 that is less glycosylated than higher MW forms.  
Concerning the association of Co-029 with EGFR, MS analysis and western blots of 
Brij97 extracts immunoprecipitated with Ts29.2 clearly show an increased association of 
EGFR with the tetraspanin web in the presence of Co-029. However, since EGFR was not 
crosslinked to Co-029 by BS3, a direct interaction is not proven.  
The increased motility induced by the inhibitor AG-1478 and siRNA, directed against 
EGFR, is reproduced by a function blocking antibody, suggesting that EGFR’s signal in Co-
029 expressing cells may occur through an autocrine stimulation pathway. Indeed, increased 
phosphorylation of EGFR in Is1-Co029 cells compared to Isreco1 cells indicates an activation 
(or transactivation) of EGFR. The case of EGFR is particular since the mutation of KRAS 
should result in constitutive stimulation of the Erk pathway, rendering these cells resistant to 
EGFR issued signals. Our results show an unanticipated effect of silencing or functional 
blocking of EGFR that activates cell migration, indicating that in this configuration with the 
cooperation of Co-029, EGFR acts as a brake of cell migration. An involvement of the Akt 
pathway on Cetuximab effect is compatible with the absence of effect of Akt RNAi in Is1-
Co029 cells whereas silencing induced a complete reversion of the EGFR motility effect. 
The control of RTK signaling by the tetraspanin web has been reviewed extensively 
recently [28]. Depending on the cell type and the tetraspanin tested, different effects may be 
observed, for instance CD151 enhances ErbB2 signaling [29], whereas CD82 attenuates 
EGFR signaling [30-32]. CD82 expression in several cell lines has been shown to modify 
signaling events downstream of integrins and EGFR [30-32]. A functional interaction 
between CD9 and α2β1 integrin has also been reported [33]. 
More generally, crosstalk between integrins and RTK signaling pathways has been largely 
documented in the literature [34]. This crosstalk may vary between different cell types but in 
certain cells, a significant fraction of integrin signaling may be mediated by RTK 
transactivation. Furthermore, the EGF induced phosphorylation of EGFR is potentiated by 
integrin-mediated adhesion but diminished by the integrin interacting tetraspanin CD151 [31, 
32, 35].  
On the whole, crosstalk involving tetraspanins may start at the membrane level through 
interactions within the tetraspanin web but also downstream, along signaling pathways that 
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are differentially connected/activated according to membrane organization and signals issued 
from the microenvironment.  
In Is1-Co029 cells, we have shown that the expression of Co-029 is dramatically involved 
for regulation of 2D cell migration through E-cadherin/p120catenin [4], EGFR or CD44. On 
the contrary, in Isreco1 cells, these molecules do not seem to be involved in the regulation of 
basal cell migration, at least within the limits of this methodology. An explanation could be 
proposed in view of the hierarchical organization of the tetraspanins web in which the 
presence of Co-029 would preferentially interconnects adhesion receptors and RTK signaling 
pathways to drivers of cell migration such as TLR2 and integrins, possibly through the 
multifaceted molecule CD44. This interpretation remains compatible with the nanocluster 
organization of tetraspanin/partners complexes visualized by super-resolution microscopy 
[36] that challenges the view of the microdomains based organization of the tetraspanin web. 
If in this example Co-029 serves as an integrator of signals regulating cell migration, it may 
explain why and how different cell types may respond differently to similar stimuli since this 
tetraspanin has a restricted tissue expression and its expression varies between tumors of same 
tissue origin. Moreover, since biological effects linked to the modulation of adherence 
molecules or RTK may be reversed by Co-029 antibodies, this points to possible mechanisms 
of the in vivo efficiency of these antibodies in experimental models [37].  
 
Materials and Methods 
 
Cell lines  
The cell line Isrecol was initially derived from a primary human colon cancer (Duke's C, class 
III) surgical specimen [38]. These cells, transferred to our laboratory in 2002 by Dr. B. Sordat 
at ISREC, Lausanne, were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) 
supplemented with 10% FCS, glutamax and antibiotics (all from Invitrogen). For 
experiments, tissue culture plastics were coated with rat tail Collagen I (BD Biosciences) for 1 
hour at 50µg/ml and rinsed with PBS. Isreco1 cells were transduced to express the tetraspanin 
Co-029. Non cloned cell lines were used for these experiments and are called Is1-Co029 [4]. 
Phenotypic characteristics of the Isreco cell lines (morphology and surface markers) were 
reported previously[12]; they are checked after each thawing and before a set of experiments 
to avoid contamination between cell lines. To determine the mutational status of the cells we 
used OncoCartaTM Panel v1.0 from Sequenom with the MassARRAY system. The Isreco1 
and Co-029 transduced cells harboured a G12D homozygous mutation of KRAS whereas no 
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mutations of BRAF and PI3K were found. The cell lines were further characterized by 
transcriptomal analysis (Miltenyi Biotech Microarray Service, Bergisch Gladbach, Germany) 
using Agilent Whole Genome Oligo Microarrays (4x44K one color). For in vivo studies, we 
used the SW480 cells (ATCC) that were checked for the homozygous G12V mutation before 
use.  
Mycoplasma detection 
Mycoplasma infection was searched by using the Mycoplasma Detection Kit MycoAlert® 
(Lonza) which detects the presence of ATP in the supernatant. 
Antibodies  
The anti-tetraspanin mAb Ts9 against CD9, Ts29.1(IgG1) and Ts29.2(IgG2b) directed against 
Co-029 used in this study were produced in our laboratory [4]. The following commercial 
antibodies were purchased: anti p65-NFkB (Goat IgG, Santa-Cruz), anti EGFR Cetuximab 
(Merck Serono), anti EGFR mAb108 (ATCC), monoclonal biotinylated anti CD44 156-3C11 
(Thermo Scientific), monoclonal anti CD44 Hermes-1 (rat, Thermo Scientific), anti-
Cytokeratin 8 and 18, anti-Vimentin (Invitrogen, France). These antibodies were used as 
primary antibodies for immunoblotting, immunoprecipitation, immunostaining or functional 
studies. 
Immunofluorescence 
For flow cytometry analysis of cell surface molecules, cells were detached using a non-
enzymatic solution (Invitrogen), washed and stained with 10µg/ml of primary antibody. After 
washes in culture medium, cells were incubated with 10 μg/ml−1 FITC-labelled secondary 
antibody (Beckman Coulter), washed again three times and fixed with 1% formaldehyde in 
PBS. All incubations were performed for 30 min at 4°C. Analysis of cell-surface staining was 
performed using a FACScalibur flow cytometer (Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA).  
For intracellular cytometry, cells were detached using trypsin or scrapped in PBS (4°C) then 
fixed for 20 min at 4°C with 1% formaldehyde in PBS. After centrifugation, cells were 
incubated in methanol 100% for 10 min at -20°C then washed in PBS and stained with 
10µg/ml of primary antibody. After washes in PBS, cells were incubated with 10µg ml FITC-
labelled secondary antibody (Beckman Coulter), washed again three times and immediately 
analysed. 
For in-situ labelling of p65-NFkB (Goat IgG, Santa-Cruz), cells cultured in labtek chambers 
were immunostained by fixing with 4% formaldehyde for 10 min followed by 
permeabilization with Triton X100 at 1% for 10 min. Incubation was performed in the 
chambers with first antibodies at 10µg/ml followed by appropriate fluorochrome coupled 2nd 
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antibodies. For CK8/18 and vimentin labelling, cells were fixed with ice-cold methanol for 10 
min followed by PBS rinsing and drying for 30 min. 
Immunoprecipitation and crosslinking  
Cells were lysed directly in the tissue culture flask (2 ml for a 150-cm2 flask) in lysis buffer 
(10 mM Tris (pH 7.4), 150 mM NaCl, 0.02% NaN3, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 
0.5 mg/ml leupeptin, 1 mg/ml pepstatin A and 10 kallikrein-inactivating units/ml aprotinin) 
containing 1% Brij97 (Roche Molecular Biochemicals, Meylan, France). After a 30-min 
incubation at 4°C, the insoluble material was removed by centrifugation at 10,000 g and the 
cell lysate was precleared overnight by addition of 0.005 volume of heat-inactivated goat 
serum and 0.025 volume of protein G-Sepharose beads (Amersham Pharmacia Biotech). 
Proteins were then immunoprecipitated by adding 2µg/ml of antibodies and 30 µl of protein 
G-Sepharose beads to 1 ml of the lysate. After a 2 hour incubation at 4 °C under constant 
agitation, the beads were washed five times in lysis buffer. The immunoprecipitates were then 
separated by 5–15% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis usually under nonreducing 
conditions (or after reduction of the samples when appropriate) and transferred to a PVDF 
membrane (Amersham Pharmacia Biotech). Western blotting on immunoprecipitates was 
performed using biotinylated mAbs and a Alexa Fluor 680-labelled streptavidin (Invitrogen) 
which was revealed with the Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences). For 
cross-linking, the cells were incubated for 30 min at 4°C in the culture flask with 0.7mM of 
water soluble BS3 (Pierce, Rockford, IL) in PBS 1X. They were washed three times in PBS 
1X before lysis in 1% Triton X-100 lysis buffer at 4°C and immunoprecipitation. For 
detection of protein tyrosine phosphorylation, the lysis buffer contained 1% Triton X-100, 50 
mM tris pH 8, 150 mM NaCl, 1mM EDTA, 0.02% NaN3, 1mM sodium orthovanadate, 
10mM NaF and proteases inhibitors. Protein phosphorylation was detected using the anti-
phosphotyrosine mAb 4G10 (Upstate Biotechnology). 
RNA silencing  
Cells (1-3x105 cells in DMEM medium) were reverse transfected with synthetic si-RNA 
oligonucleotides using Interferin (Ozyme) according to manufacturer’s protocol.  
6, 12 or 24 well cell culture plates were coated with rat tail collagen I. Plates were rinsed in 
PBS. To allow formation of the transfection complexes a mix of 3-5 µl of interferin, 1 µl of 
siRNA (10 µM) and 96 µl of free DMEM was added to each well and incubated at room 
temperature during 20 min to allow formation of transfection complexes. After cells 
detachment by trypsin-EDTA were layered at appropriate concentration in 400µl DMEM 
medium with serum (the final concentration of siRNA was 20nM).  
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Sequences of siRNA were either obtained from the literature or chosen according to reported 
criteria. Only sequences allowing inhibition of at least 75% protein expression in our system 
were retained for the study and are listed below. The following siRNA were synthetized by 
Eurogentec unless specified.  
The si-RNA labelled with an asterisk were used throughout the study, the other si-RNA 
served as controls for specificity of the biological effects. 
*si-CD53 GGAAAACAAGUGUCUGCUUdTdT 
*si-Co029 GGUAUCCUAGGAGCUGUUUdTdT (see [4]) 
*si-EGFR CUCUGGAGGAAAAGAAAGUdTdT 
*si-Vav2.2 AGUCCGGUCCAUAGUCAACdTdT [39] 
Si-Vav2.3 CAACAAGGACGUCAAGAAdTdT[39] 
*si-Rac1.1 AGACGGAGCUGUAGGUAAAdTdT 
si-Rac1.2 UAAGGAGAUUGGUGCUGUdTdT 
*si-MyD88a AAGGAAUGUGACUUCCAGACCdTdT (Communicated by Katy Le Corf, 
Lyon) 
si-MyD88b GGAAUGUGACUUCCAGACCUUdTdT[40] 
si-TLR2b GACUUAUCCUAUAAUUACdTdT[41] 
si-CD44a UAUUCCACGUGGAGAAAAAdTdT [42] 
si-CD44m SMARTpool ON-TARGETplus siRNA (Dharmacon) 
si-Akt-a UGCCCUUCUACAACCAGGAdTdT (targeting Akt1 and Akt2) [43] (see [4] for 
efficiency) 
Stealth si-RNA for Co-029 and TLR2 were also purchased from Invitrogen (Carlsbad, 
California) 
si-Co029s789 CCUGAAUUAUGUGCCUGUCUAGAUA (see [4]) 
*si-TLR2s UGAAGCAUCAAUCUCAAGUUCCUCA [44] 
For motility measures, RNAi treatments were performed 48 hours before videomicroscopy. 
Experiments were repeated from 2 to 10 times to verify the robustness of the results and the 
stability of the measurements. 
QRT-PCR 
Total RNA was purified using TRIzol reagent (Invitrogen). First, the purified RNAs were 
treated with DNase (Qiagen) in order to remove possible contamination with genomic DNA. 
Digestion was realized at 37°C for 15min in presence of 5mM MgCl2 and then the enzyme 
was inactivated at 75°C for 10 min. RT was performed in triplicate using the Taqman Reverse 
Transcription Reagents kit purchased from Applied Biosystems: 1µg of total RNA was added 
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in a final volume of 45µl containing 1x RT buffer, 1mM dNTPs, 0.44Unit/µl of RNase 
inhibitor, 1µM random hexamers and 1.25 unit/µl of MultiScrib reverse transcriptase. After 
incubation at 37°C for 60min, the samples were heated for 5 min at 95°C to end the reaction 
and stored at -20°C till PCR use. cDNA (2µl) was subjected to real-time quantitative PCR 
using the MXPro system with Brilliant II SYBR Green QPCR MasterMix (Agilent 
Technologies). PCR reactions were performed for each sample and the average threshold 
cycle number was determined using the Mx3005P v4.10 software. Levels of specific mRNA 
and expressions normalized to RPL38 levels were determined using the formula 2(Rt-Et) where 
Rt is the threshold cycle for the reference gene (RPL38), and Et is the threshold cycle for the 
experimental gene (ΔΔCT method). Data are thus expressed as arbitrary units. Sequences of 
primers used: Snail (F: 5'-CCTCCCTGTCAGATGAGGAC-3’, R: 5'-
CCAGGCTGAGGTATTCCTIG-3’), Twist (F: 5'-GGAGTCCGCAGTCTTACGAG-3’, R: 5'-
TCTGGAGGACCTGGTAGAGG-3’), Zeb2 (F: 5'-TTCCTGGGCTACGACCATAC-3’, R: 
5'-TGTGCTCCATCAAGCAATTC-3’), Slug (F: 5'-GGGGAGAAGCCTTTTTCTTG-3’, R: 
5'-TCCTCATGTTTGTGCAGGAG-3’). 
Videomicroscopy 
Analysis of 2D cell motility on collagen I films was performed using phase contrast on an 
inverted microscope (Axiovert 200; Zeiss, Oberkochen, Germany) equipped with an 
environmental chamber with 5% CO2 at 37°C. The microscope was driven by the Metamorph 
software (Roper Scientific) and images were recorded with a Coolsnap HQ camera (Roper 
Scientific). Stacks of phase contrast images were collected every 15 min for 24 h at x200 
magnification. Cell migration was quantified using the manual tracking plugin of ImageJ[45]. 
Raw data were transferred to Excel for speed calculations and statistical analysis was 
performed by the non-parametric Mann-Whitney test in Graphpad. For each position at least 
10 cells were analyzed. In addition to various siRNA, Cetuximab (25 µg/ml), the EGFR 
inhibitor AG1478 (Merck, Germany) at 5µM, PD98059 for Mek1 (20µM), U0126 (Promega) 
at 10µM for the MAPK Erk, SB203580 (Calbiochem) at 20nM for the MAPK p38, D-JNKI-1 
targeting JNK1 (a gift of Xigen SA) at 3µM were used in motility experiments as well as the 
TLR2 ligand B. subtilis peptidoglycan, PGN (InvivoGen, San Diego).  
In vivo experiments. Balb/c nude mice were injected with 5.106 SW480 tumor cells 
subcutaneously in the back on day 0. Mice were divided in two groups which were injected 
either with mycoplasma infected or mycoplasma free cells, each group comprising 5 mice. 
Experiments were conducted according to the French veterinary guidelines and those 
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formulated by the European Commission for experimental animal use (L358-86/609EEC) and 
were approved by Inserm (National Institute for health and medical research, France). 
Mass spectrometry protein identifications 
Immunoisolation of Co-029-containing complexes and In-gel Tryptic Digestion—For 
identification of Co-029-associated molecules, cells were lysed in situ (150cm2 flasks) with 3 
lysis buffer/flask containing 10 mM Tris, pH 7.4, 150 mM NaCl, 0,02% NaN3, 1% Brij97 in 
the presence of protease inhibitors. Insoluble material was removed by centrifugation at 
12,000 g for 15 min, and the lysates were precleared three times successively with NHS-
activated Sepharose™ High Performance, GE Healthcare beads coupled to BSA and to goat 
serum (Sigma). Isolation of Co-029 or CD9 containing complexes was performed using beads 
coupled to mAb TS29.1. The beads were washed five times with lysis buffer, and the proteins 
were eluted by boiling for 3 min in in Laemmli buffer containing 0.1% SDS. Brij97 was 
replaced by 1% Triton X100 for crosslinked extracts. The proteins were separated by 5–15% 
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis under non-reducing conditions. For mass 
spectrometry analysis, the gels were stained with colloidal Coomassie Blue (Bio- Rad). The 
proteins were excised and destained in 200 µl 0,1M NH4HCO3/acetonitrile v/v for 20 min, 
centrifuged and swollen in H2O repeatedly until complete destaining. Gel pieces were then 
incubated in 150 µl 100% acetonitrile for 10 min and dried. This was followed by 
rehydratation in 100 mM ammonium bicarbonate containing 10 mM DTT for 45 min at 56 
°C. After cooling to room temperature, the DTT solution was replaced with 55 mM 
iodoacetamide in 100 mM ammonium bicarbonate for 30 min at room temperature in the 
dark.  
The gel pieces were washed in 300 µl 0,1M NH4HCO3/acetonitrile v/v for 15 min, 
dehydrated in 100% acetonitrile, and dried. For trypsin digestion, the Trypsin Profile IGD 
Kit-PP0100 (Sigma) for in gel digest was used according to manufacturer’s instructions. 
Following enzymatic digestion overnight at 37°C, and supernatant retrieval, the gels 
fragments were extracted twice by addition of 20 µl of an Acetonitrile/5% formic acid 70/30 
v/v and incubation for 20 mn at 37°C and supernatants were pooled, dried and rehydrated in 
Acetonitrile/formic acid/H2O 3/0.5/96 v/v.  
LC-MS/MS analyses were performed using an ESI linear ion trap-Orbitrap hybrid mass 
spectrometer (LTQ-Orbitrap Velos, Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany) coupled on 
line with a nano-HPLC system (Ultimate 3000; Dionex) for liquid chromatography. 5 µl 
digested protein were Injected in the system by using a pre-concentration column (C18 trap 
column - PepMap C18, 300 μmID×5 mm, 5μm particle size and 100 Å pore size; Dionex). 
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The nano-column used in this study was a PepMap C18 reverse phase (Acclaim pepmap 
RSLC 75 µm x 15 cm, nanoViper C18, 2 µm, 100 Å).  A linear 45 min gradient (flow rate, 
300 nl/min) from 4 to 55% acetonitrile in 0.1% (v/v) was applied. After the acquisition of a 
full MS scan by the Orbitrap at high resolution (30000 resolution, m/z range were 380–1700 
Da) in the first scan event, the five most intense ions present were subsequently isolated for 
fragmentation (MS/MS scan). The collision energy for the MS/MS scan events was pre-set at 
a value of 35%, isolation window was set at 3 Da, Dynamic exclusion option was enabled. 
The capillary voltage was set at 1.6kV and the temperature was 275° C. 
The data were analyzed by the Proteome Discoverer 1.4 software. The database is human 
(Swiss-Prot), the mass error for the precursor ions (full MS) is less than 10 ppm (errorppm = 
(m/zexperimental - m/zexact) x 106 / m/zexact . Mass error for ions from the MS/MS spectra is 
reported less than 0.6 Da. Peptides mass is searched between 350 Da and 5000 Da with time 
retention from 10 min to 50 min. A miss cleavage site is tolerated. Dynamic modification was 
enabling for Nter acetylation, oxidation of methionine and histidine, carbamidomethylation for 
amino acids, aspartic acid and glutamic acid. Dynamic modification BS3 was added for lysine 
in covalent bond experiments. Static carbamidomethyl modification of cysteine was enabled. 
Peptide identifications were validated by determination of false positives by Target decoy 
PSM validator. It is high if the false positive rate (FDR or false Discovery rate) is less than 1 
% , low if the FDR is greater than 5% and average (medium between 1 and 5 % ). Peptide 
identification Xcorr were calculated by the correlation of MS/MS experimental spectrum 
compared with the theoretical MS/MS spectrum generated by the Proteome Discoverer 1.4 
software. 
A relative quantitation was performed with the Proteome Discoverer integrated label free 
method which consists in comparing the mean peaks area of the three best peptides to a given 
protein from one sample to another. The method of calculation is three dimensional relying on 
retention time, ion intensity and m/z ratio of the peptide, with a mass error lower than 2 ppm. 
 
 
SUPPLEMENTAL DATA 
Supplemental Data include two movies, Supplementary legends for movies can be found with 
this article online. 
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Table 1 Fifty seven proteins found in the tetraspanin complexes of Isreco1 and Is1-
Co029 cells after CD9 or Co-029 immunoprecipitation (IP) 
       
Proteins 
(genes 
names) 
Isreco1 IP CD9 Is1-Co029 IP CD9 Is1-Co029 IP Co-029 
Peptides (n) S-Area Peptides (n) S-Area Peptides (n) S-Area 
 
Total Unique 
 
Total Unique 
 
Total Unique 
 Co-029/ 
TSPAN8 NA NA NA 6 3 5,64E+09 6 4 1,10E+10 
CD9 11 6 1,20E+11 9 4 1,63E+11 10 4 9,39E+10 
CD81 5 3 7,19E+09 5 3 1,79E+10 5 3 9,99E+09 
ITGB1 29 18 2,72E+09 28 17 3,03E+09 27 16 2,43E+09 
EPCAM 11 5 9,86E+08 12 7 2,62E+09 13 6 2,16E+09 
ADAM10 24 17 1,78E+09 28 18 4,45E+09 24 16 2,15E+09 
STX4 13 7 1,45E+09 7 2 2,78E+09 2 1 1,39E+09 
PLP2 2 1 1,47E+09 1 1 2,28E+09 1 1 1,25E+09 
SLC44A2 14 5 5,91E+08 17 8 4,44E+09 14 7 1,17E+09 
CD44 8 2 1,14E+09 9 5 5,61E+08 8 2 9,39E+08 
PTGFRN 38 18 1,52E+09 38 18 3,09E+09 30 15 4,52E+08 
BCAM 20 15 4,54E+08 22 11 4,78E+08 20 14 4,35E+08 
ITGA3 23 14 1,56E+09 23 13 1,89E+09 19 10 4,18E+08 
GPR56 4 1 3,75E+07 2 1 1,93E+08 7 1 3,26E+08 
CD82 4 3 9,79E+07 5 4 4,52E+08 5 4 2,96E+08 
CYSTM1 2 1 1,59E+08 1 1 3,46E+07 1 1 2,61E+08 
CD46 7 1 2,02E+08 5 1 4,65E+08 5 1 2,50E+08 
LRRC59 10 6 2,45E+08 11 5 3,20E+08 10 3 2,23E+08 
F3 7 5 8,17E+08 6 4 5,22E+08 5 2 2,22E+08 
STX3 7 3 1,53E+08 8 3 1,93E+08 8 3 2,13E+08 
GGT1 6 3 3,05E+08 5 2 1,79E+08 5 1 2,03E+08 
CD63 1 1 1,36E+08 1 1 2,87E+08 4 1 1,61E+08 
EGFR 2 2 1,04E+07 21 8 1,41E+08 19 9 1,48E+08 
SLC3A2 10 3 3,68E+07 12 4 9,96E+07 18 7 1,48E+08 
CDCP1 11 3 4,73E+08 19 8 5,11E+08 9 1 1,42E+08 
TENM3 5 3 8,47E+07 3 1 7,78E+07 7 3 1,37E+08 
EVA1A 3 2 5,56E+07 3 1 9,38E+07 2 1 1,35E+08 
ST14 12 6 1,08E+08 11 6 2,10E+08 3 1 1,35E+08 
ITGB4 39 21 4,28E+08 30 19 4,19E+08 35 18 1,25E+08 
NT5E 10 4 5,20E+07 12 6 6,67E+07 15 5 1,25E+08 
GPR110 4 1 2,30E+07 2 1 6,26E+07 3 1 9,68E+07 
GPC1 2 1 1,96E+07 4 1 5,88E+07 6 3 8,96E+07 
CD97 7 3 5,86E+07 5 1 5,70E+07 7 6 8,75E+07 
TSPAN5 3 1 5,47E+07 1 1 1,62E+08 1 1 8,57E+07 
ATP1B1 11 3 2,98E+08 6 2 1,76E+08 4 1 8,51E+07 
ITFG3 1 1 2,62E+06 5 3 3,21E+07 7 4 8,17E+07 
Tetraspanin Co-029 and cancer cell motility 
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BSG 4 4 2,32E+07 6 1 7,72E+07 3 1 8,15E+07 
TSPAN14 5 2 2,79E+08 10 4 7,02E+08 4 2 7,97E+07 
ITGA6 33 15 4,77E+08 41 21 3,50E+08 29 12 7,62E+07 
GPR126 2 2 6,91E+06 7 3 7,35E+07 6 1 7,61E+07 
STX7 5 3 9,34E+07 4 2 8,99E+07 5 1 7,14E+07 
IGSF8 7 1 5,46E+08 13 5 3,29E+08 4 1 5,83E+07 
ADAM17 6 1 2,75E+07 10 3 2,81E+08 6 2 5,24E+07 
PCDH1 6 3 1,47E+07 6 1 2,88E+07 11 3 4,70E+07 
STX2 9 6 2,93E+07 6 4 4,90E+07 8 4 4,64E+07 
LMAN2 3 2 3,04E+06 6 1 4,09E+07 7 3 3,97E+07 
SDC4 2 1 7,79E+06 1 1 1,18E+07 2 1 2,46E+07 
ATP1B3 4 3 8,39E+07 5 3 4,55E+07 2 1 2,43E+07 
SLC44A1 9 7 5,25E+07 10 5 2,04E+08 2 1 2,26E+07 
PLAUR 3 1 3,22E+07 4 1 3,84E+07 3 2 1,68E+07 
HLAcII 2 3 1,33E+07 1 4 2,51E+07 3 4 1,61E+07 
CLDN1 2 1 1,91E+07 2 1 1,50E+07 2 1 1,46E+07 
PLSCR3 1 1 1,51E+07 1 1 1,16E+07 3 1 1,42E+07 
L1CAM 18 6 5,79E+07 5 1 6,11E+06 10 3 1,17E+07 
LDLR 5 4 5,08E+06 4 2 1,32E+07 4 2 1,09E+07 
CDH1 4 2 2,25E+07 3 1 1,38E+07 2 1 8,10E+06 
MCAM 12 7 3,38E+07 3 1 8,78E+06 1 1 5,69E+06 
NOTCH2 5 1 7,98E+06 3 1 1,30E+07 5 3 5,07E+06 
 
MS identification of membrane proteins (GPI anchor and single or multipass membrane proteins) 
associated to CD9 and Co-029 after IP by Ts9 (CD9) or TS29.2 (Co-029) mAbs of Brij97 extracts 
from Isreco 1 and Is1-Co029 cells cultured on collagen. Proteins were ordered by decreasing label 
free quantitation of identified proteins in Is1-Co029 Ts29.2 IP. Co-029 found only in Is1-Co09 
cells was added for information.  Proteins studied in this article are indicated in bold. 
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Figure 1. Mycoplasma infection triggers cell motility of Isreco1 cells on collagen I, 
involvement of TLR2 signalling. A. Opposite to Myc+ cells, mycoplasma free cells 
(Myc-, dotted bar) migrate slowly on collagen I substrate (black bar). Addition of 
mycoplasma infected supernatant (Myc+ S.N.) restores the migration of Myc- cells after 
24 hours incubation (white bar). Averaged distance travelled by cells; error bars indicate 
s.e.m.. asterisks indicates p≤.0001. B. Cellular morphology according to mycoplasma 
status and culture substrate. C. TLR2 expression and RNA interference. D. The motility 
of Myc- (black bar) cells is restored by addition of the TLR2 ligand PGN (white bar) 
whereas RNA interference of TLR2 (siTLR2a) inhibits migration of Myc+ cells (grey 
bar). E. Silencing of Myd88, Vav2 and Rac1 strongly inhibit migration of Isreco1 and 
Is1-Co029 cells. F. Silencing of MyD88, Vav2 and Rac1 induces different morphological 
aspects of Isreco cells that are all associated with profound inhibition of motility. For si-
CTRL, a si-RNA directed to tetraspanin CD53 was used. Asterisks indicates p≤.0001. 
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Figure 2. p65NFkB cellular localization in Is1-Co029 cells. A. p65NFkB remains 
cytoplasmic independently of mycoplasma status or addition of a collagen I. B. The TLR2 
ligand PGN does not induce the translocation of p65NFkB to the nucleus. Scale bar 50µm. 
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Figure 3. Mycoplasma infection triggers cell motility of Isreco1 cells on collagen I, 
involvement of TLR2 signalling. Silencing of A, Myd88, B, Vav2 and C, Rac1 strongly inhibit 
migration of Isreco1 and Is1-Co029 cells and induces different morphological aspects of Isreco 
cells. For si-CTRL, a si-RNA directed to tetraspanin CD53 was used. Asterisks indicates 
p≤.0001. 
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Figure 4. Mycoplasma infection and EMT markers. A. Effect of collagen on intermediate 
filaments expression. Despite differences in cell morphology of cells cultured on collagen I 
compared to TCP (tissue culture plastic), vimentin labeling remains diffuse and punctuate whereas 
cytokeratins 8 and 18 are still strongly expressed with a fibrillar aspect (magnified in the insert of 
CK18 pictures). Scale bar 25µm. B. Slug and Snail mRNA expression in Isreco cells. Mycoplasma 
infected (Myc+) or free (Myc-) cells were cultured with or without substrate. Results are shown as 
ratio of collagen vs TCP relative amounts. Culture on collagen induces a variable increase of Slug 
and Snail mRNA.  
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Figure 5  Effect of mycoplasma contamination on tumor cell size in vivo. The growth of 
tumors is not significantly modified by the presence (Myc+) or absence (Myc-) of mycoplasma 
in subcutaneously injected SW480 cells. 
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Figure 6. CD44 is associated with Co-029. A. Crosslinking by BS3 of membrane proteins and 
immunoprecipitation (IP) by Ts29.1 Co-029 mAb shows by western blot the formation of a 
molecular complex above 170 kDa. B. IP of Brij97 extracts shows co-precipitation of Co-029 by 
CD44 in Is1-Co029 cells (upper panel) whereas CD44 cannot be revealed in the Ts29.1 
immunoprecipitation. C. Expression of CD44 and efficiency of CD44 si-RNA. D. Increased 
motility induced by CD44 RNAi in Is1-Co029 cells that is reversed by Ts29.1 mAb and not CD9 
mAb Ts9 (si-CD53 is used as si-CTRL). Asterisks indicates p≤.0001 (compared to control). E. A 
reduction of the ratio of pY-EGFR/total EGFR is observed with CD44 RNAi (ctr: no siRNA). 
EGFR was immunoprecipitated with mAb 108 and blotted with goat anti-EGFR and rabbit 
antigoat (680nm) immunoglobulins followed by biotinylated 4G10 and streptavidin 800nm. 
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Figure 7. Co-029 increases the association of EGFR with the tetraspanin web. A. Co-029 
and CD9 and EGFR flow cytometry profiles of Isreco1 cells and Co-029 transduced cell line 
Is1-Co029. Mean fluorescence intensity (M.F.I.) values are indicated. Background represents the 
signal detected with a negative control mAb. The level of EGFR is similar in the two cell lines. 
B. The presence of Co-029 increases the association of EGFR with the tetraspanin web as shown 
by the clear co-precipitation of EGFR with CD9 and Co-029 in Is1-Co029 cells whereas only a 
weak coprecipitation with CD9 is seen in Isreco1 cells. C. Immunoprecipitation of EGFR by 
mAb 108 shows the reciprocal association of Co-029 with EGFR. 
Distance µm/12h 
0 100 200 300 400 500 
Isreco1 
Is1- 
Co029 
0 100 200 300 400 500 600 
si-EGFR 
+Ts29.1 
si-EGFR 
+si-Co029 
si-Co029 
si-EGFR 
si-CTRL 
Ts29.1 
Is1- 
Co02
9 
Isreco
1 
Distance µm/12h 
 CTRL 
 Cetuximab 
Cetuxima
b 
+Ts29.1 
Ts29.1 
Isreco1 
Is1- 
Co029 
Distance µm/12h 
A 
B 
C 
* 
* 
0 100 200 300 400 500 600 
 ctrl DMSO 
 AG1478 
AG1478+Ts29.1 
* 
IP: EGFR 
mAb 108 
EGFR Total 680nm 
Rabbit anti-EGFR 
pY-EGFR 800nm 
mAb 4G10 
0 
0,1 
0,2 
0,3 
0,4 
0,5 
pY
-E
GF
R/
EG
FR
 W
B 
M
FI
  n=8 
p<0,002 
D 
E 
Cetux 
(-) 
siAkt-a 
SB203580 
PD98059 
U0126 
DMSO 
D-JNK1 
Cetux 
(+) 
0 100 200 300 400 500 
Distance µm/12h 
Merge 
Figure 8 
Figure 8. Effect of EGFR on cell motility is related to Co-029 expression. A. Increased 
motility of Is1-Co029 cells induced by chemical inhibitor of EGFR, AG1478, B. by silencing of 
EGFR, an effect that is reversed by Co-029 silencing or addition of the Co-029 mAb Ts29.1 (for 
si-CTRL = siCD53). C. Increased motility induced by Cetuximab and reversion by addition of 
the Co-029 mAb Ts29.1. Asterisks indicates p≤.0001. D. Basal tyrosine phosphorylation of 
EGFR is increased in Is1-Co029 cells as shown by repeated (n=8) immunoprecipitations of 
EGFR and labelling of pY by mAb 4G10. E. The chemical MAPK inhibitors and Akt RNAi 
reversed the acceleration of Is1-Co029 cells induced by Cetuximab. 
Supplementary Figure S1. Efficiency on protein expression of siRNA to 
MyD88, Vav2, Rac1 (western blot) and to EGFR (flow cytometry). 
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ARTICLE 2: The Tetraspanin Tspan8/Co-029 associates with Endothelin converting enzyme 
ECE1 and regulates its activity 
Yingying Zhu, Julien Saint-Pol, Viet Nguyen, Eric Rubinstein, Céline Greco et Claude Boucheix  
(Article en préparation) 
Au cours de l’étude protéomique que nous avons réalisée pour le 1er article, nous avons identifié 
57 protéines associées aux membranes cellulaires qui étaient retrouvées dans les complexes à 
tétraspanines indépendamment de l’expression de Co-029/tspan8. Les co-précipitations ont été faites 
avec les anticorps anti CD9 et anti Co-029/tspan8 à partir de cellules Isreco1 et Is1-Co029 cultivées 
sur collagène. Un grand nombre de ces protéines avaient déjà été mises en évidence dans les 
complexes à tétraspanines mais ce travail a permis d’en identifier de nouvelles qui nécessiteront des 
confirmations par d’autres méthodes, mais aussi de montrer que le fait d’exprimer Co-029/tspan8 
pouvait changer quantitativement l’association d’une molécule aux complexes à tétraspanines, ce qui 
est le cas d’EGFR. 
Nous avons également effectué une analyse des complexes à partir des cellules Isreco1 et Is1-
Co029 cultivées sur plastic.  
Sur l’ensemble de ces données, nous avons recherché les molécules associées aux membranes 
cellulaires dont la présence dans les complexes à tétraspanines était conditionnée par l’expression de 
Co-029/tspan8. Deux molécules seulement correspondaient à ces critères, ECE1 (Figure 2 de l’article) 
et Tspan6.  
ECE1 étant un élément clef du système endothéline, il nous a paru intéressant d’explorer de 
manière plus approfondie cette association moléculaire.  
Nous avons pu confirmer par western blot, après immunoprécipitation par l’anticorps anti Co-
029/tspan8 Ts29.2, que la molécule ECE1 était bien associée aux complexes à tétraspanines dans les 
cellules Is1-Co029 mais pas dans les cellules Isreco1 (Figure 3A de l’article). La biotinylation de la 
membrane plasmique suivie d’une précipitation par l’anticorps Ts29.2 après lyse en Brij97, élution en 
Triton X100 puis reprécipitation par des billes couplées à la streptavidine, nous a permis de vérifier 
que cette association existait au niveau de la surface cellulaire (Figure 3B, 3C de l’article). 
Nous avons ensuite procéder à des tests fonctionnels en mesurant la capacité des cellules Isreco1 
et Is1-Co029 à cliver le précurseur de l’endothéline 1, la big-ET1, ECE1 étant le dernier enzyme 
impliqué dans la maturation de l’endothéline.  
Nous avons observé que les cellules Isreco1 et Is1-Co029 secrétaient un niveau assez élevé d’ET-
1, environ 9-10 pg/ml (à titre de comparaison, on en trouve moins de 1 pg/ml dans le plasma humain). 
D’autre part, la capacité des cellules Is1-Co029 était 3 fois supérieure à celle des Isreco1 à cliver la 
big-ET1, quand elles étaient testées lors de conditions de culture optimales, à savoir en présence de 
10% de sérum de veau fœtal (SVF) et à confluence (Figure 4A de l’article). Sur de courtes durées (5h), 
en l’absence de SVF, la différence était moins nette et disparaissait même si les cellules étaient au 1/3 
de confluence (Figure 4B, 4C de l’article).  
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Ensuite, nous avons testé si ce contrôle de l’activité de l’enzyme s’exerçait également sur des 
tissus de souris. Comme nous venions de produire, avec l’aide de la Clinique de la Souris à Illkirch, 
des souris Tspan8ko de souche C57Bl/6, nous disposions d’un modèle adéquat pour effectuer ce test. Il 
s’agit d’une invalidation conditionnelle, le promoteur et les exons 1 et 2 étant flanqués par des sites 
Lox. A partir de ce knockout conditionnel, nous avons pu produire des souris invalidées pour le gène 
Co-029/tspan8, en les croisant avec des souris transgéniques pour l’enzyme de recombinaison Cre 
sous contrôle d’un promoteur ubiquitaire (Figure 1 de l’article). Ces souris se portent bien, n’ont pas 
d’anomalies apparentes de développement et se reproduisent normalement à l’état homozygote. Elles 
vieillissent également normalement puisque nous avons pu conserver des souris Tspan8ko jusqu’à 24 
mois, que ce soit des femelles ou des mâles. Parallèlement, nous avons produit des anticorps 
monoclonaux de rat anti Co-029/tspan8 de souris. Nous avons fait des marquages sur coupe avec 2 de 
ces anticorps (Z14 et Z17) qui nous ont permis de vérifier l’absence d’expression de Co-029/tspan8 
(Figure 5A de l’article). 
Afin de tester la sécrétion d’ET-1 et la conversion de la big-ET1 murine, nous avons prélevé 
l’intestin grêle. Dans un premier temps, nous avons essayé de mettre en culture les cellules épithéliales 
mais nous n’avons pas réussi à les maintenir en survie. Ensuite nous avons préparé des miniguts, c’est 
à dire des cultures organotypiques digestives qui permettent, à partir des cellules souches des cryptes, 
de produire des vésicules plus ou moins arborisées dont la surface externe est de l’épithélium digestif. 
Cette technique a été mise en place dans le laboratoire pour l’étude des cellules souches digestives 
dans le cadre de l’étude d’une autre tétraspanine (Tspan5). Ces miniguts produisent effectivement de 
l’endothéline et convertissent la big-ET1. Néanmoins, une des difficultés de cette technique est la 
reproductibilité des cultures et la quantification de la sécrétion par rapport à la quantité de cellules 
sécrétrices. Finalement nous avons opté pour une autre méthode, à savoir le maintien en culture sur 
une courte période d’un fragment tissulaire, en l’occurrence du jéjunum ou de l’iléum, dans un milieu 
sans sérum adapté aux cellules souches digestives.  
Dans ces conditions, nous avons pu à la fois mesurer la quantité d’ET-1 secrétée ainsi que la 
conversion de la big-ET1. Ces mesures ont été rapportées à la quantité de tissu en quantifiant l’ADN 
génomique du fragment tissulaire. Chaque mesure a été faite en double (2 fragments de tissu iléal et 
double dosage d’ET-1 sur chaque surnageant). 
La sécrétion basale d’ET-1 ne diffère pas entre les fragments d’iléum issus de souris sauvages et 
de souris Tspan8ko issues de mêmes portées. Par contre la conversion, de big-ET1 est environ 3 fois 
plus importante dans les tissus de souris wt par rapport aux souris Tspan8ko. Sur une petite série de 
souris appariées (mâles ou femelles), les résultats sont déjà hautement significatifs (Figure 5B de 
l’article). 
Ces résultats démontrent que l’association Co-029/tspan8 avec ECE1 s’accompagne d’un effet 
fonctionnel sur l’activité de l’enzyme sans que nous soyons pour l’instant en mesure d’en déterminer 
le mécanisme. Même si la quantité totale d’ECE1 dans les cellules Isreco1 et Is1-Co029 est similaire, 
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on ne peut être sûr que la quantité exprimée sur la surface soit la même dans les 2 lignées. En effet 
comme l’apport de big-ET1 est exogène, il est vraisemblable que la conversion s’effectue à la surface 
et que si Co-029/tspan8 module le trafic moléculaire, la baisse d’activité pourrait être due à une baisse 
du niveau d’expression sur la surface cellulaire. Nous ne disposons pas actuellement d’anticorps anti-
ECE1 utilisables en cytométrie pour quantifier cette molécule à la surface cellulaire. 
Les données de transcriptome nous indiquent que les cellules Isreco1 et Is1-Co029 
n’expriment pas les récepteurs des endothélines, ETAR et ETBR, donc il est peu probable que 
l’ET-1 ait un effet biologique direct sur ces cellules. Il semblerait que cette expression soit plutôt 
le reflet d’un dialogue qui se produirait in vivo entre cellules tumorales et microenvironnement 
tissulaire dans lequel on peut trouver de nombreux types cellulaires exprimant des récepteurs 
comme les cellules musculaires lisses de la paroi vasculaire ou certains neurones sensitifs. 
L’association de Co-029/tspan8 avec ECE1 est sans conséquence sur la vie quotidienne des souris 
d’élevage mais il n’est pas exclu que dans des situations pathologiques particulières, leur réponse 
soit différente des souris sauvages. 
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Abstract 
Tetraspanins are mainly cell surface molecules which were shown to contribute to the 
compartmentation of other membrane molecules with receptor, signaling or enzymatic 
properties and modifying their functions by acting on their traffic or substrate affinity. Their 
ability to organize membrane microdomains suggest that they could act as surface integrators 
of external or internal signals. The final result of their biological functions may sometimes be 
detrimental if they are missing or mutated, as infertility for CD9, lymphoma development for 
CD37, immunological deficiency for CD81 or renal insufficiency for CD151. Among the first 
identified tetraspanins, Co-029/tspan8 has not been studied extensively but one of its 
characteristics is its ability to promote tumor progression and metastasis through various 
mechanisms, such as angiogenesis or cell motility, mainly in digestive tract derived tumor cell 
lines. In patients its expression on digestive tract tumors seems to be associated with a bad 
prognosis. We showed previously that Co-029/tspan8 is associated to E-cadherin and 
modulates its effects on cell motility. Using Mass spectrometry and western blot, we found a 
new partner, the endothelin converting enzyme ECE1 and showed that the activity of cells or 
tissues expressing Co-029/tspan8 in the conversion of the endothelin 1 precursor big-ET1 is 
amplified by the presence of this tetraspanin. This was observed by comparing the colon 
carcinoma cell line Isreco1 that doesn’t express Co-029/tspan8 and the corresponding cell line 
tranduced with the Co-029/tspan8, or on ileum tissue fragments of wild type mice versus 
Tspan8ko mice. Given these results, Co-029/tspan8 appears as a modulator of the endothelin 
axis which could possibly be targeted in case of over-activity of endothelins in biological 
processes of tissues expressing Co-029/tspan8.  
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Introduction 
Tspan8 belongs to the tetraspanin family of cell surface proteins. A common property of these 
proteins is to associate directly with other cell surface proteins forming primary complexes 
that associate together through tetraspanin-tetraspanin interactions to build secondary 
complexes that link surface proteins of different properties (integrins, cytokine receptors, 
enzymes..) in what are called tetraspanin enriched microdomains or tetraspanin web. 
Secondary interactions are revealed by immunoprecipitation of Brij97 lysates [1-6]. These 
complexes display dynamic changes presumably modifying cellular functions in relation to 
the microenvironment [7].  
At the level of primary complexes, the consequences of tetraspanins interactions with their 
partners are diverse as control of cell surface expression by cellular trafficking, receptor 
alteration of affinity for the substrate or enzymatic regulation. Some specific partners for 
CD81, CD9, CD151 or TspanC8 (tetraspanins with 8 cysteines in the large extracellular 
domain) have already been reported. Also for Co-029/tspan8, crosslinking experiments 
suggest that E-cadherin might be a primary partner [8]. Co-029/tspan8 is mainly expressed on 
epithelial cells of the digestive tract and its expression appears to be related to poor prognosis 
in gastrointestinal tumors. Modulation of E-cadherin/p120catenin expression leads to 
alterations of cell motility in Co-029/tspan8 expressing cells [8]. In an effort to find other 
specific partners of Tspan8 we performed MS analysis of Tspan8 precipitated protein 
complexes. Among many associated proteins, some of which are classically found in 
tetraspanins complexes (Zhu et al, submitted), we report a specific protein partner, the 
endothelin converting enzyme 1 (ECE1).  
ECE1 is one of the two endothelin converting enzymes that belong to the endothelins system 
which also includes, the endothelins and the endothelin receptors ETAR and ETBR. 
Endothelins form a family of three endogenous vasoactive 21 amino-acid-long peptides, ET1, 
ET2 and ET3 [9]. The endothelins have overlapping tissue distribution, with ET1 being the 
most widely expressed. ET1 is synthetized and released by epithelia and is produced by 
vascular smooth muscle cells, leukocytes and macrophages, cardiomyocytes, endothelial and 
mesangial cells. It is characterized by a single alpha-helix and two disulphide bridges at Cys3-
Cys11 and Cys1-Cys15. Human ET1 gene encodes the precursor pre-pro-ET1. Transcription 
of ET1 occurs in response to various stimuli, including thrombin, angiotensin II and insulin 
but also physico-chemical stimuli and some drugs like cyclosporine or cocaine [10]. Pre-pro 
ET1 is cleaved sequentially by different endopeptidases to form pro-ET1 and then a 38-
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amino-acid-long, biologically inactive precursor known as big-ET1 which is further cleaved 
into ET1 by Endothelin Converting Enzymes 1-2 or alternatively by a chymase enzyme [11].  
Endothelins have multiple activities: growth-promoting [12], cells migration and invasion 
[13], apoptosis [14], cell survival [15], vasoactive [16] and nociceptive properties affecting 
the function of a number of tissues and systems, including somatosensory, respiratory, 
circulatory, endocrine, urogenital, visual, digestive and central nervous systems. Their  
actions are primarily local, in a paracrine or autocrine manner. Elevated tissue or plasma 
concentrations of ET1 occur in a variety of pathological states, for example in metastasized 
prostate and breast cancer, following cutaneous injury or ischemic injury related to acute 
respiratory distress syndrome sepsis and disseminated intravascular coagulation, renal 
insufficiency, sickle cell disease, Raynaud’s disease, cardiac insufficiency [17]. It exerts its 
various actions in mammalian species by binding to two G-protein-linked transmembrane 
receptors, both of which are found in vascular and non-vascular tissues. 
Following the discovery of the association between ECE1 and Co-029/tspan8, we explored a 
functional  relationship between these 2 molecules since as mentioned above, there are many 
situations in which tetraspanins affect the function of their molecular partners. We looked 
essentially on the effect of Co-029/tspan8 on big-ET1 conversion to ET1 by ECE1. 
 
Materials and Methods 
Cell lines  
The cell line Isrecol was initially derived from a primary human colon cancer (Duke's C, class 
III) surgical specimen [18]. Isreco1 cells were transduced to express the tetraspanin Co-029 
and were called Is1-Co029 [8]. Phenotypic characteristics of the Isreco cell lines (morphology 
and surface markers) were reported previously [4]; they are checked after each thawing and 
before a set of experiments to avoid contamination between cell lines. Sequenom analysis 
with the MassARRAY system showed that Isreco1 and Co-029 transduced cells harboured a 
G12D homozygous mutation of KRAS whereas no mutations of BRAF and PI3K were found. 
The cell lines were further characterized by transcriptomal analysis (Miltenyi Biotech 
Microarray Service, Bergisch Gladbach, Germany) using Agilent Whole Genome Oligo 
Microarrays (4x44K one color).  
Antibodies  
The anti-tetraspanin mAb Ts9 against CD9and Ts29.2 directed against Co-029 used in this 
study were produced in our laboratory [8]. The following commercial antibodies were 
purchased : anti human ECE1 (Goat IgG, R&D System), biotinylated anti human ECE1 (Goat 
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IgG, R&D System). These antibodies were used as primary antibodies for immunoblotting, 
immunoprecipitation, immunostaining or functional studies.  
Rat mAb to mouse Tspan8 (mtspan8). An expression vector containing the coding region of 
mouse tspan8 fused to GFP was transfected in Hek cells. Positive cells were selected by 3 
cycles of cell sorting. The presence of a fusion protein of the appropriate size was checked by 
western blot with antibodies to GFP protein. Two rats were injected with 107 cells at days 1-8-
21. They were boosted twice at days 29 and 37 with a GFPtrap precipitation of a Brij97 lysate 
of 108 Hek-mtspan8/GFP cells and sacrificed after 4 days to recover spleen lymphocytes 
which were fused to X63 cells (ref Immunol Meth). Hybridoma were screened by flow 
cytometry on a mixture of Hek wild type cells and Hek-mtspan8/GFP with an Alexa 654 anti-
rat antibody. Antibodies specific for Hek-tspan8/GFP were screened by membrane 
immunofluorescence on living cells and western blot on Hek cells transfected with mouse 
mtspan8 and on mouse digestive tissues. X antibodies appeared to be specific. Two were 
retained for further studies. All tetraspanin monoclonal antibodies that recognize their target 
by membrane immunofluorescence on living cells are directed towards the large extracellular 
domain. 
Production of Co-029/tspan8 knockout mice 
The targeting strategy was to delete exon 1-2 and upstream promoter region and downstream 
intron 2 (1.8kb) using the flox strategy (Fig.1). For that purpose a targeting vector containing 
5’ and 3’ homology arms of 4.5kb and 3.5kb, with a replacement sequence containing a 5’ 
genomic fragment with 1.3kb promoter, 379 bp corresponding to exons 1 and 2 separated by 
intron 1 (coding sequence starts in exon 2) and 0.25kb of intron 2 followed by 3’ PGK-Neo 
resistance genes flanked by FRT sites. The whole replacement sequence was flanked by lox 
sites. Sequence data are indicated according to Golden path numbering [19]. After 
recombination and selection in the ES cell line BD10 [ICS-C57BL/6NTac] and control of the 
recombination by southern blot, one clone of ES cells (K656BD10-16) was introduced into 
blastocysts. The PGK-Neo cassette was excised by crossing F1 heterozygous mice with 
transgenic expressing FLT ubiquitously. Next generation conditional mice, cKO (Fig. 1), 
were crossed with ubiquitously Cre expressing mice to remove the promoter-exon1/2-intron 
sequence to generate knocked-out (KO) mice. The absence of protein expression was checked 
using rat monoclonal antibodies produced against mouse Co-029tspan8. 
Endothelin dosage 
For endothelin 1 dosage, we used the QuantiGlo Human Endothelin-1 Chemiluminescent 
Immunoassay (R&D System) as specified by the manufacturer. The kit is linear in a range of 
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concentrations between 0.34 to 250 pg/ml. Cells were seeded at 3.105 cells/well or 1.105 
cells/well with or without 10% FCS in 24 well microplates and big-ET1 was added after 24h 
and left for 5 to 24h. Supernatants were then harvested for ET1 dosage. The kit detects also 
mouse endothelin 1. 
Preparation of intestinal tissues and DNA dosage 
Intestinal pieces were extracted from the ileum of pairs of WT and Tspan8KO litter-matched 
mice. Briefly, small intestines (SI) were washed in ice-cold PBS and sliced longitudinally to 
optimize the wash. SI were then rinced 3x20 min in ice-cold PBS at 4°C under slight 
agitation. Ileum regions were cut into small pieces (0,8mm-1cm long) and put in culture in µ-
Slide 8 well (ibidi) overnight with 250 µL of DMEM/Ham’s F-12 Glutamax supplemented by 
2% (v/v) penicillin/streptomycin/neomycin, 1X B27 (Invitrogen), 100 ng/mL noggin, 500 
ng/mL R-spondin1, 20 ng/mL EGF and 10 ng/mL m-bFGF. 100 ng/mL of Big-endothelin or 
vehicle were added into the wells to study the conversion of Big-endothelin into endothelin 
and the endogenous production of endothelin respectively. The amount of endothelin 
converted or endogenously produced was dosed by ELISA and reported by ng of gDNA 
(dosed from the ileum pieces). 
For DNA extraction, we used the PureLink® Genomic DNA Kit (Fisher Scientific ref. 
K1820-01) according to manufacturer’s protocol, tissue were lysed for 4 hours, vortex 10-
15sec, a double elution was performed to increase gDNA yield. DNA content was measured 
with the Qubit® 3.0 Fluorometer  
Immunofluorescence 
For flow cytometry analysis of surface molecules, cells were detached using a non-enzymatic 
solution (Invitrogen).  For in-situ labelling frozen sections of tissues were prepared and fixed 
with -20°C acetone for 5 min. 
Immunoprecipitation and biotinylation of cell surface proteins 
For surface biotinylation, cells were washed three times in Hanks' buffered saline and 
resuspended at the concentration of 3 X 107/ml in 10 mM Hepes pH 7.3,150 mM NaCl, 0.2 
mM CaCl2, 0.2 mM MgC1, and 0.25 mg/ml sulfo-NHSLC-biotin (Pierce, Rockford, IL). 
After 30-min incubation at 4°C, the cells were washed three times with PBS (Phosphate-
buffered saline) to remove free biotin and to inhibit the reactive group. They were then lysed 
in lysis buffer (10 mM Tris (pH 7.4), 150 mM NaCl, 0.02% NaN3, 1 mM 
phenylmethylsulfonyl fluoride, 0.5 mg/ml leupeptin, 1 mg/ml pepstatin A and 10 kallikrein-
inactivating units/ml aprotinin, 1mM CaCl2, 1mM MgCl2 ) containing 1% Brij97 (Roche 
Molecular Biochemicals, Meylan, France). After 30-min incubation at 4°C, the insoluble 
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material was removed by centrifugation at 10,000 g and the cell lysate was precleared 
overnight by addition of 0.005 volume of heat-inactivated goat serum and 0.025 volume of 
protein G-Sepharose beads (Amersham Pharmacia Biotech). Proteins were then 
immunoprecipitated by adding 1µg/ml of antibodies and 30 µl of protein G-Sepharose beads 
to 1 ml of the lysate. The sepharose beads were washed in the Brij97 lysis buffer and then 
eluted in 1 ml Triton X100 at 1% in the lysis buffer without CaCl2/MgCl2. Half of the eluate 
was precipitated with 25µl/ml streptavidin beads (Thermofisher) to recover biotinylated 
membrane proteins, washed with the Tris-HCl/Triton X100 buffer and boiled in laemmli 
buffer containing 3 mg/ml free biotin. The other half was directly boiled in Laemmli buffer. 
When appropriate, 2% β-mercapto-ethanol was added to Laemmli buffer. The samples were 
then separated by 5–15% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis under nonreducing or 
reducing (2% β-mercapto-ethanol) conditions for immunoblot and transferred to a PVDF 
membrane (Amersham Pharmacia Biotech). 
Mass spectrometry protein identifications. See Zhu et al for detailed protocol (submitted). 
Isreoc1 and Is1-Co029 cells were cultured on Tissue Culture Plastic or on Collagen I 
substrate. Brij97 Co-029-containing or CD9 containing complexes were immunoprecipitated, 
separated by 5–15% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis under non-reducing conditions; 
gel fragments were excised and digested by trypsin. After reduction and alkylation, peptides 
were identified by mass spectrometry (LTQ-Orbitrap Velos, Thermo Fisher Scientific, 
Bremen, Germany coupled on line with a nano-HPLC system (Ultimate 3000; Dionex)).  
The data were analyzed by the Proteome Discoverer 1.4 software. The database is human 
(Swiss-Prot).  
A relative quantitation was performed with the Proteome Discoverer integrated label free 
method which consists in comparing the mean peaks area of the three best peptides to a given 
protein from one sample to another. The method of calculation is three dimensional relying on 
retention time, ion intensity and m/z ratio of the peptide, with a mass error lower than 2 ppm. 
Results 
Co-029/tspan8 molecular partners 
In order to precise the molecular connection between Co-029 and membrane receptors 
involved in cell motility, we have used mass spectrometry to identify molecules that could be 
closely linked to Co-029 within the tetraspanin web.  
We have analyzed CD9 and Co-029 immunoprecipitates of the cell lines Isreco1 and Is1-
Co029 after lysis in the mild detergent Brij97 and SDS-Page separation. Cell lines were 
cultured with or without collagen I substrate. The Co-029 immunoprecipitate of Isreco1 
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served as negative control and allowed to discard proteins that were not specifically 
precipitated in our experimental conditions. In these conditions we obtained >1000 associated 
proteins and by comparison with Swissprot database, it appeared that 300 were cell 
membranes related. Among these proteins, the association of ECE1 and Notch1 was found 
only when Co-029/tspan8 was expressed. According to the cells used for 
immunoprecipitation, 2 to 7 ECE1 specific peptides per cell line (high and medium validated 
peptides by target decoy PSM validator are shown in Fig. 2) for a total of 8 specific peptides 
were found in the CD9 and Co-029 immunoprecipitates, independently of the substrate. 
Association of ECE1 with Co-029 is confirmed by Western blot 
As shown in Fig. 3, we confirmed this association by western blot since ECE1 could be 
detected only in Brij97 extracts immunoprecipitated by CD9 and Co-029 antibodies in the 
Is1-Co029 cell line and not in Isreco1 cells. Whereas some commercial antibodies work for 
the detection of ECE1 in western blot, none allowed a specific immunoprecipitation, therefore 
the reverse demonstration of coprecipitation of tetraspanins by ECE1 could not be performed. 
ECE1 is associated with Co-029 at the cell membrane level 
Available antibodies did not allow membrane detection of ECE1 by immunofluorescence. In 
order to demonstrate that the association between Co-029 and ECE1 occurs at the cell surface, 
we biotinylated cell surface proteins. Brij97 extraction was followed by immunoprecipitation 
with the Co-029 mAb Ts29.2. A next step consisted of Triton X100 elution in order to 
dissociate the tetraspanin complexes followed by a precipitation  with streptavidin coated 
beads and an elution in SDS-Laemmli (with or without 2% β-mercapto-ethanol) containing an 
excess of biotin (3 mg/ml) to avoid reassociation of biotinylated proteins to the beads. The 
samples were then separated by 5–15% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis under 
nonreducing conditions for immunoblot with Ts29.2, or reducing conditions for immunoblot 
with ECE1 antibody and transferred to a PVDF membrane. Blots were labelled with ECE1 
and Ts29.2 antibodies. Streptavidin precipitation and western blot with ECE1 antibody of 
membrane biotinylated cell lysates after immunoprecipitation with Ts29.2 showed that Ts29.2 
coprecipitated ECE1, demonstrating that the association of co-029/tspan8 occurs at the cell 
surface (Fig. 3). 
Modulation of big-ET1 to endothelin conversion by cellular ECE1 in the presence of Co-
029 
In order to determine if the association between Co-029 and ECE1 was of functional 
relevance, we tested the conversion of big-ET1 into ET1 by addition of various concentrations 
of synthetic big-ET1 in the cell culture. In the supernatants of cells at confluence for 24h we 
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observed a basal level of 10pg/ml. No ET1 could be measured in culture medium in the 
absence of cells. Big-ET1 was added at various concentrations for 24h in the culture medium. 
In a first experiment big-ET1 was added to the cell culture at concentrations between 111 to 
1000ng/ml. There was a differential efficiency of conversion according to the expression of 
Co-029 that disappeared at high concentration. Using lower concentrations from 10pg to 
100ng the differential effect appeared at 10 ng/ml of big-ET1 (Fig. 4). In these experiments, 
the maximal conversion of big-ET1 to ET1 didn’t exceed approximately .5 %. One 
explanation could be that natural big-ET1 is a complex synthetic peptide with S-S bonds that 
may be difficult to reconstitute by chemical synthesis and that only a fraction of the peptide 
has the appropriate structure for being cleaved by ECE1. Also the QuantiGlo Human 
Endothelin-1 assay has a linear range between .34 and 250 pg 
Experiments were repeated in FCS free medium for a shorter duration since the cells suffer 
rapidly in these conditions. If the level of conversion was reduced, however a similar 
difference was observed between Isreco1 and Is1-Co029 cells. Density of cells parameter was 
also tested in these conditions and it appeared that the difference between the 2 cell lines is 
seen at cellular confluence (cells implanted at 3.105/ml) and not when the cells are sparse 
suggesting that the functional effect of Co-029/tspan8 on big-ET-1 conversion requires cell to 
cell contacts (Fig. 4). 
Co-029/tspan8 regulation of Big-ET1 conversion by intestinal tissue 
ET1 in the supernatant of the well and gDNA of the whole fragment were quantified.  The 
amount of ET1 (pg/ml) per 1µg of genomic DNA (ET1/gDNA) in the sample was then 
calculated and the results are presented as a ratio between paired wt/tspan8ko tissues. The Co-
029/tspan8 gene invalidation doesn’t display a significant difference with wt mice, whereas a 
significant difference of big-ET1 conversion could be detected with wt tissues showing 1.9 to  
3x more efficiency (Fig. 5). 
 
Discussion 
Co-029 is a tetraspanin  with a restricted pattern of expression found mainly on epithelial cells 
of the digestive tract. It has attracted interest because when expressed on tumor cells, it 
regulates cell motility and survival and is involved in the promotion of angiogenesis[20, 21]. 
In the Isreco1 transduced cell line, we observed an association of Co-029 with E-cadherin at 
the biochemical level that was correlated with functional effects on cell migration since 
downregulation of E-cadherin or P120-catenin led to increased motility of isolated cells, 
which was not seen in the Co-029 negative Isreco1 cells [8]. Clinically, in patients  with 
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colorectal tumors the elevated expression of Co-029 seems to be associated with a more 
severe disease [8]. 
In an effort to look for partners of Co-029 which could contribute to its protumoral properties, 
we compared, the tetraspanins complexes by MS in the cell line Isreco1 and the 
corresponding Co-029 transduced  Is1-Co029  cell line, cultured either on plastic (the cells 
don’t migrate) or collagen I (migrating cells). Many proteins associated to tetraspanin 
complexes were found after immunoprecipitation with CD9 or Co-029 antibodies. Isreco1 
immunoprecipitation by Ts29.2 was used as negative control to remove non specifically 
precipitated proteins. Interestingly, only 2 proteins, tspan6 and ECE1, were found associated 
with tetraspanin complexes only when Co-029 was expressed. The level of ECE1, estimated 
by label free quantification was higher than tspan6 and ECE1 had the advantage of having a 
function clearly identified, therefore the following experiments concentrated on ECE1 
function. ECE-1 is large dimeric molecule with 4 isoforms differing in their N-terminal 
domain resulting in molecules varying from 754 to 770 a.a.. It is a member of the M13 family 
of zinc metalloproteases that includes neprilysin, or NEP, to which ECE-1 has 37% identity 
[22]. It forms homodimers in which the 2 partners are linked by a disulfide bond. Due to 
heavy glycosylation, its reduced form is found at 130 kDa. It has to be noticed that we didn’t 
find the Co-029/ECE1 association by crosslinking of cell surface proteins with the water 
soluble crosslinker BS3 (Zhu et al submitted). However, since the dimeric molecule is 
difficult to detect on non-reduced gels, it is not easy to demonstrate the existence of a 
crosslinked complex of the 2 molecules by WB. In addition most antibodies to tetraspanins 
are dependent on the conformation of the EC2 domains (6 cysteines for Co-029/tspan8) 
resulting in the loss of antibody reactivity upon reduction of the molecule. 
Since the endothelin axis has been associated with protumoral properties in various models of 
tumors [23], we explored the characterictics of Co-029 association to ECE1. We could 
confirm its association by western blot and demonstrated that it occurred at the surface of the 
cells. We than measured the ability of the cells to convert big-ET1 to ET1 which showed a 3 
time increase of the conversion when Co-029 was expressed. The increase of ET1 conversion 
in Tspan8 expressing tissues was confirmed by comparing the conversion of big-ET1 by 
ileum fragments of wild type and Tspan8ko mice kept in culture for 24 hours. 
The endothelins are extremely powerful peptides which require a precise regulation of the 
different component of the endothelin system, secretion of mature endothelin controlled at the 
level of transcription and maturation of the precursors with the last step being the big-ET1 
conversion by ECE enzymes. The level of expression of receptors, their affinity and their 
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tissue distribution are the other aspect of the regulation of the activity of endothelins. ETBR 
appears to bind the 3 endothelins with similar affinity, whereas the affinity of ET1 and ET2 
for ETAR is much higher than ET3.  
ECE1 is widely expressed [24, 25] and is found on the cell surface as well as intracellularly 
and cleaves big-ETs in both locations[26, 27] whereas ECE2 is found intracellularly and 
active at pH5.8 [28]. It is suggested that ET1 acts mainly locally as a paracrine mediator since 
it has a very short plasmatic half-life, below 5 minutes. The endothelin axis has roles roles in 
the control of numerous factors in cancer development and progression by acting either 
directly on tumor cells or through stromal components and targeting angiogenesis, stromal 
reaction, epithelial mesenchymal transitions, apoptosis, invasion, metastases and drug 
resistance [23]. The expression of the different components of the endothelin system has been 
investigated in cancer cell lines. However there are only few reports related to ECE in cancer. 
In the ovarian cell lines OVCAR3 and ES2 expressing different components of the ET-1 
system (ET1, ECE-1 and ETAR), ECE1 RNAi, that inhibited ET-1 secretion, reduced 
invasiveness and increased adherence to extracellular matrix proteins and E-cadherin 
expression. In the oral squamous carcinoma cell line that expresses also the ET-1 system 
components ET-1, ETAR and ETBR as well as ECE-1, ET-1 increases cell proliferation 
whereas antagonists of the receptors or ECE-1 RNAi reduced cell proliferation [29].  
Egidy and coworkers [30] performed in situ localization of ET1 (in fact the large precursor 
polypeptide PPET-1), ECE1 and ETAR/ETBR in normal colon, adenoma and carcinoma. 
They showed that in colon carcinoma and normal colon epithelial cells, PPET-1 and ECE-1 
were found mainly in epithelial and endothelial cells whereas ETAR was found in smooth 
muscle cells and in cancer associated fibroblasts. ETBR was abundant in cancer stroma 
whereas it was nearly undetectable in the normal colonic mucosa. These data suggest that in 
the colon, the production of ET1 is dependent on epithelial and endothelial cells whereas the 
activity of ET1 is directed towards stromal components which may differ between normal and 
malignant tissues. This points towards the endothelin axis as a modulator of tumor 
microenvironment by tumor cells.  
The expression of the ET-1 axis components in the work of Egidy et al corresponds to our 
results in the cell line Isreco1 and Is1-Co029 that express ECE-1 and produce ET-1 but 
doesn’t express ET-1 receptors at mRNA levels (transcriptomic analysis, data not shown). 
The way Co-029/tspan8 may regulate the properties of ECE1 remains to be determined. Even 
if the amount of total ECE1 is the same in Isreco1 and Is1-Co029 cells, an effect on molecular 
traffic can’t be excluded. The amount of surface ECE1 needs to be precisely assessed by 
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surface biotinylation experiments followed by precipitation with streptavidin beads. A direct 
effect on enzyme activity could be linked to a change of affinity of ECE1 for its ligand. There 
are various examples of tetraspanins changing the affinity/avidity of a receptor for its ligand, 
for instance laminin binding to α6β1 is increased by CD151 [31], cholera toxin binding to the 
membrane precursor of HB-EGF depends on CD9 [32] or CD81 increases the avidity of α4β1 
for VCAM-1 [33]. Another aspect is the activation of ECE1 which relies on the 
phosphorylation of its cytoplasmic region which needs to be measured. 
Independently of the mechanism of action, the biological significance of this phenomenon 
needs to be addressed. Tspan8ko mice could be an appropriate tool for evaluating this 
question. It has to be noticed, that the absence of Co-029/tspan8 didn’t change the basal level 
of ET1, but the effect of Co-029/tspan8 is detectable when there is an exogenous supply of the 
ECE1 substrate big-ET1, which suggests that the enzymatic activity is reduced in tspan8ko 
mice and can’t cope easily with an increase of big-ET1 availability. Therefore situations 
where the ET1 axis is stimulated, like pain or smooth muscle contraction should be analyzed. 
In these situations, it would be of interest to see if targeting Co-029/tspan8 could be a useful 
method for reducing the activation of the endothelin axis. 
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Figure 1. Strategy for homologous recombination of the Tspan8 gene 
A. A fragment of gene comprising 1.2kb of promoter, Exon1 and 2 (ATG translation 
initiation site is in Exon2) and a short Intron 2 sequence is replaced by the same floxed 
sequence containing a resistance gene flanked by FRT sites. Removal of the resistance 
gene generates a conditional knockout sequence. Removal of the LoxP flanked 
sequence generates the gene knockout. 
B. A vector was built comprising 5’ and 3’ homology arms around the floxed region 
C. Sequences of the plasmid construct. Start and end numbers refer to 
http://genome.ucsc.edu/ [33]. Natural genomic sequences are indicated in bold. FRT 
and LoxP sequences are in pink small characters, LoxP in italic. 
 
Figure 2. ECE1 protein - Aminoacid sequences of ECE1 peptides identified by MS 
in Ts29.2 coprecipitates from Is1-Co029 cells. Peptide identifications were validated 
by determination of false positives by Target decoy PSM validator. It is high (green) if 
the false positive rate (FDR or false Discovery rate) is less than 1 %, low  (red) if the 
FDR is greater than 5% and average  (blue) (medium between 1 and 5 % ).  
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Figure 3. Western blots of Co-029/tspan8 (Ts29.2) or CD9 (Ts9) coprecipitations  
A. Neither Ts9 nor Ts29.2 coprecipitated ECE1 in Isreco1 cells, whereas ECE1 was 
coprecipitated by both mAbs in Is1-Co029 cells. B. Upper panel: strategy for 
demonstrating that the association of Co-029/tspan8 occurs at cell surface. C. The 
coprecipitation of the biotinylated surface proteins is observed only in condition 4 in 
Is1-Co029 cells. 
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Figure 4. Conversion of big-ET1 by Isreco1 and Is1-Co029 cells 
A. Increasing concentrations of big-ET1 were added to the supernatants of Isreco1 and 
Is1-Co029 cells. A basal concentration of ET-1 of around ~9 pg/ml was found in the 
supernatant of the cells after 24h culture in DMEM-FCS 10% medium. The superior 
conversion by Is1-Co029 cells appears at the concentration of 1000 pg/ml big-ET1. It is 
assumed that less than 1% of added synthetic big-ET1 can be converted to ET-1 by the 
cells. B. Cells were kept for 5 hours in FCS free medium (they start to die if the 
incubation is longer). A difference of big-ET1 conversion is still observed in confluent 
cells. C. There is apparently no difference in sparse cells. 
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Figure 5. Secretion and conversion of big-ET1 by ileum fragments of wild type vs 
Co-029/tspan8 knockout mice 
A. The immunofluorescent labeling of  colonic  mucosa with the Co-029/tspan8  rat 
monoclonal antibody directed towards mouse Co-029/tspan8 shows the absence of 
expression in sections from the knockout mice (left) whereas the epithelium is strongly 
labelled in the wild type mouse(right). Scale bar 20µm 
B. Ileum sections of wt and Tpans8ko mice were incubated for 20 hours in the presence  
(right) or absence  (left) of big-ET-1. Results are expressed as the ratio between wt and 
tspan8ko mice of ET1/.5ml to genomicDNA (gDNA).  
A 
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ARTICLE 3: Effect of an anti-human Co029/tspan8 mAb on tumor growth in a nude mouse 
model. 
Naouel Ailane, Céline Greco, Yingying Zhu, Monica Sala-Valdès, Martine Billard, Ibrahim Casal, 
Olivia Bawa, Paule Opolon, Eric Rubinstein et Claude Boucheix 
 
Dans ce travail, nous rapportons les effets de l'anticorps monoclonal Ts29.2, ciblant Co-
029/tspan8, sur les cellules tumorales colorectales in vitro et in vivo après l'implantation chez la souris 
nude. Les lignées de cellules tumorales du côlon HT29, SW480 et Isreco1, ont été utilisées pour cette 
étude. HT29 a une forte expression endogène de Co-029/tspan8, tandis que les cellules Isreco1 
n'expriment pas Co-029/tspan8 et SW480 n'a qu'une faible expression. Isreco1 et SW480 ont été 
transduites (Is1-Co029 et SW480-Co029) et expriment Co-029/tspan8 à un niveau équivalent à celui 
d’HT29 (Figure 1 de l’article).   
Aucun effet de l'anticorps sur la prolifération cellulaire ou l'induction de l'apoptose n’a été détecté 
in vitro sur les cellules SW480 et SW480-Co029. Dans ces expériences, nous avons effectué des 
comptages de cellules après 24, 48 et 72h d’incubation avec l’anticorps (10 et 50µg/ml) et nous avons 
réalisé des tests d’apoptose par double marquage (iodure de propidium - annexine V) (Figure 2 de 
l’article).  
Afin de vérifier la spécificité de fixation de l'anticorps monoclonal Ts29.2 in vivo, des cellules 
SW480 exprimant faiblement Co-029/tspan8 ont été injectées en sous-cutané dans la région 
dorsolatérale simultanément avec des cellules transduites dans la région région controlatérale. 
L’immunofluorescence sur coupe, effectuée 24h après l’injection de l’anticorps Ts29.2, par voie 
intrapéritonéale (IP) alors que les tumeurs avaient atteint 0,5 cm de diamètre, a montré un marquage 
membranaire des cellules exprimant fortement Co-029/tspan8 et un marquage faible et diffus des 
cellules SW480 (Figure 3 de l’article).  
Avec des souris implantées suivant le même protocole, nous avons montré qu’avec un traitement 
précoce (2mg IP), suivi d’injections répétées (1mg IP, 2x/semaine pendant 4 semaines), Ts29.2 inhibe 
la croissance de tumeurs SW480 exprimant Co-029/tspan8 jusqu'à 70% par rapport au contrôle 
(injection de PBS ou cellules SW480) (Figure 4A, AB de l’article). Les mesures de la taille des 
tumeurs ont été effectuées 1x/semaine. Les souris ont été sacrifiées à J34 après l’injection et les 
tumeurs ont été fixées dans le formol et incluses en paraffine.  
Une injection unique de 2 mg à la phase initiale qui aurait pu bloquer l’implantation des cellules 
tumorales s’est avérée inefficace sur la croissance tumorale. Dans le modèle Is1-Co029 une inhibition 
de croissance du même ordre a été observée mais avec retard du fait de la croissance très lente de cette 
lignée in vivo (Figure 4C de l’article). Par contre avec les cellules HT29 qui ont une croissance très 
rapide in vivo, l’inhibition s’est limitée à 50% (Figure 5A de l’article). Nous avons également testé un 
traitement retardé avec un début d’injection à 10 jours avec 2 mg IP suivi de 2 injections/semaine de 1 
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mg IP  pendant 2 semaines. Ce traitement s’est avéré un peu moins efficace (40% d’inhibition) (Figure 
5B de l’article).  
Les coupes de tumeur ont été l’objet de diverses analyses. Cette partie du travail a été réalisée en 
collaboration avec l’équipe du Dr Paule OPOLON dans le service d’anatomopathologie du laboratoire 
de recherche translationnelle de l’Institut Gustave ROUSSY. L’analyse histologique n’a pas montré de 
différence notable en ce qui concerne le niveau de nécrose tumorale ou l’infiltration inflammatoire. 
Nous avons réalisé un marquage par un anticorps CD34 pour étudier l’angiogenèse et un marquage 
avec un anticorps anti-caspase 3 activée pour mesurer le degré d’apoptose. De plus, un comptage des 
mitoses pour établir un indice de prolifération (indice mitotique) a été effectué. 
Il n’y avait pas de différence dans les marquages par les anticorps CD34 ou anti-caspase 3 activée 
entre les tumeurs traitées et non traitées (ou exprimant ou non la tétraspanine Co-029/tspan8), ce qui 
donne à penser que l'action de Ts29.2 n’est liée ni à l'inhibition des propriétés angiogéniques 
précédemment rapportées de Co-029/tspan8, ni à une toxicité cellulaire. Par contre, une inhibition de 
la prolifération cellulaire in vivo a été démontrée par une réduction de l'indice mitotique dans les 
tumeurs HT29 des souris traitées par Ts29.2 (Figure 6 de l’article).  
L'écart entre les données in vitro et in vivo de prolifération cellulaire suggère que la liaison de 
Ts29.2 aux cellules tumorales peut modifier leur réponse à des signaux émis à partir du micro-
environnement. 
Il apparaît plus probable que l’action antitumorale in vivo soit liée à l’inhibition de croissance 
qu’à une activité ADCC induite par l’anticorps TS29.2. En effet, l’absence d’infiltrat inflammatoire et 
le faible niveau de marquage par l’anticorps anti caspase 3 activée sont des arguments contre 
l’hypothèse d’une ADCC significative. Par ailleurs, Ts29.2 est une IgG2b de souris qui n’induit qu’une 
faible ADCC, contrairement aux IgG2a. 
Ce travail ne nous a pas permis de reproduire dans un autre modèle les résultats du groupe de 
Margot Zöller effectués chez le rat avec l’homologue de Co-029/tspan8 chez le rat, D6.1A. Ce groupe 
avait montré que D6.1A favorisait la croissance tumorale par sa capacité à induire l'angiogenèse et que 
les deux phénomènes étaient bloqués par un anticorps spécifique (Gesierich, Berezovskiy et al. 2006). 
Nous n’avons ni augmentation significative de la croissance tumorale quand Co-029/tspan8 est 
surexprimé, ni accentuation de l’angiogenèse. 
En conclusion, compte tenu de l'expression tissulaire restreinte de la tétraspanine Co-
029/tspan8, ces résultats préliminaires obtenus avec l'anticorps Ts29.2 montrent que le ciblage 
de la tétraspanine Co-029/tspan8 justifie de poursuivre les investigations en vue d’applications 
thérapeutiques. L’anticorps pourrait d’ailleurs être facilement modifié pour être humanisé et si 
nécessaire déclencher une activité ADCC. 
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New therapeutic agents are needed in digestive tract tumors. Co-029/tspan8 is a
tetraspanin frequently expressed on human colorectal tumors, In this work, we report
the effects of the monoclonal antibody Ts29.2, targeting Co-029/tspan8, on colorectal
tumor cells in vitro and after implantation in nude mice. HT29, Isreco1 and SW480
colorectal tumor cell lines were used for this study. HT29 has a strong endogenous
expression of Co-029/tspan8, whereas Isreco1 cells don’t express Co-029/tspan8 and
SW480 has only a weak expression. Isreco1 and SW480 were transduced to express
Co-029/tspan8 at the same level as HT29. In order to check the specificity of the
effect of monoclonal antibody Ts29.2, low Co-029/tspan8 expressing SW480 cells were
injected simultaneously with transduced cells in the back, on the left and right sides of
the mice. With an early treatment, Ts29.2 mAb inhibited growth of tumors expressing
Co-029/tspan8 up to 70%, whereas a delayed treatment was less efficient. No effect
of the antibody on cell proliferation or apoptosis induction was detected in vitro. No
increase of activated caspase 3 labeling was observed in vivo and areas occupied by
vessels were not significantly different between treated mice and controls. This suggests
that the action of Ts29.2 is linked neither to cellular toxicity nor to the inhibition of
the previously reported angiogenic properties of Co-029/tspan8. An inhibition of cell
proliferation in vivo is demonstrated by a reduction of the mitotic index in HT29 tumors of
Ts29.2 treated mice. The discrepancy between in vitro and in vivo data on cell proliferation
suggests that the binding of Ts29.2 to tumor cells may modify their response to signals
issued from the microenvironment. Given the restricted pattern of tissue expression
of the tetraspanin Co-029/tspan8, these preliminary results put forth for consideration
the antibody targeting of this tetraspanin in further investigations for therapeutic
applications.
Keywords: tetraspanins, Co-029/tspan8, monoclonal antibodies, colorectal cancer, nude mice, therapy
INTRODUCTION
Colorectal cancer is one of the most frequent tumors world-
wide and one of the leading causes of cancer-related deaths.
Colorectal cancers account for 9% of all cancer related deaths
in the USA. The 5-year relative survival rates of US patients is
64%. At early localized stages (39% of the patients at diagno-
sis), the 5-year survival rate is above 90% but if adjacent organs
or lymph nodes are involved, it drops to 69% and to 12% if the
disease is metastatic (American Cancer Society, 2012). Adjuvant
therapy reduces the risk of relapse but it is only partially effi-
cient and not without adverse effects. For metastatic tumors,
cure expectation remains low even if it has greatly improved in
case of resectable liver metastasis with the combination of more
Abbreviations: mAb, monoclonal antibody; ADCC, antibody dependent cell
cytotoxicity.
effective medical treatment combined with surgery (Bilchik et al.,
2008).
Monoclonal antibodies have come of age as therapeutics in
numerous diseases including cancer. Since the elimination of for-
eign antibodies by the immune system has been largely solved
through humanization of murine antibodies, other problems
remain to be overcome in diverse situations in order to get
the most efficient and tolerated therapeutic drugs. Only a lim-
ited number of mAb are presently approved for therapy of solid
tumors due to several factors, a major barrier being diffusion into
the tumor. The antigenic target is also a matter of concern since
the expression of this antigen may be harmful for the patient if
it is targeted in normal tissues. Therefore, it is preferable that the
antigen is either not expressed in normal tissues or in few tissues
and at a low level as compared to the tumor. It is also of value if the
expression of the antigen correlates positively with the prognosis.
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Monoclonal antibodies are already widely used for treatment
of colorectal cancer. Cetuximab, that targets EGFR, is a func-
tion blocking antibody and it’s in vivo effect is probably linked
to this property. In association with chemotherapy it induces a
prolonged progression free survival whereas no effect on overall
survival has been reported. The efficiency of Cetuximab is ham-
pered by activating mutations of KRAS and BRAF thus limiting
its use (Dahabreh et al., 2011; Lin et al., 2011). Bevacizumab
that targets VGFR, is also efficient in colorectal tumors treat-
ment. However, high blood pressure, diarrhea, mouth sores
and delayed wound healing (Hompes and Ruers, 2011) are
some of Bevacizumab’s side effects while those of cetuximab
include itching, acne-like skin rash and low blood electrolyte
levels.
New antibodies targeting more specifically colorectal tumors
antigens would therefore be of great help. Tetraspanin Co-
029/tspan8 (Zoller, 2009) could be an appropriate target for mAb
therapy in digestive tumors. The expression of this molecule is
restricted to a small number of tissues such as digestive epithe-
lial cells especially in colon and stomach and slightly on biliary
epithelial cells. Its expression has been also reported in tumors
and apart from esophagus, stomach and colorectal cancers, it can
be observed in liver, prostate, ovarian and cervical cancer (Uhlen
et al., 2010). In addition we have shown earlier that the expression
of Co-029/tspan8 is associated with a poor prognosis in colorectal
cancer (Greco et al., 2010). Similar observations have been made
for esophageal (Zhou et al., 2008) and hepatocellular carcinoma
(Kanetaka et al., 2001).
In the present study, we have used a new Co-029/tspan8
mAb produced in our laboratory to demonstrate an in vivo
effect against human tumors engrafted in nude mice and have
compared our observations with previous reports related to the
biology of this tetraspanin.
MATERIALS AND METHODS
CELLS AND CELL CULTURE
The cell lines Isrecol, was initially derived from a primary
human colon cancer (Duke’s C, class III) surgical specimen
(Isreco1) together with cell lines from its corresponding liver
and peritoneal metastases, Isreco2 and Isreco3 (Cajot et al.,
1997). The colorectal carcinoma cell line SW480 and HT29
were purchased from ATCC. The cell lines, were cultured in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented
with 10% FCS, glutamax and antibiotics (all from Invitrogen).
Isreco1 cells harbor a G12D homozygous mutation of KRAS
whereas SW480 and HT29 cells were checked for respectively
the KRAS homozygous G12V mutation and the BRAF V600E
mutation.
LENTIVIRAL VECTORS
The human Co-029/tspan8 cDNA coding sequence was inserted
in the TRIP3-EF1α vectors. Vector particles were produced by
cotransfection of 293T cells by the TRIP3-EF1α-Co029 plas-
mids together with encapsidation and envelope (vesicular stom-
atitis virus) expression plasmids (Greco et al., 2010). Isreco1
cells and SW480 cells were transduced twice with concentrated
lentiviral particles.
ANTIBODIES
The Co-029/tspan8 mAb TS29.2 (IgG2b), not reported before,
was issued from the same fusion as Ts29 (an IgG1 that is now
called Ts29.1) (Greco et al., 2010). Briefly, BALB/c mice were
injected intraperitoneally twice with a mixture of 107 Isreco3
and Lovo cells and a final boost was performed 3 weeks later
with CD9-containing complexes collected by immunoprecipita-
tion from a Brij97 lysate of 109 Isreco3 cells that express strongly
Co-029/tspan8 (Le Naour et al., 2006). Spleen cells were fused
with P3X63AG8 mouse myeloma cells (5 × 107 and 3 × 107 cells
respectively) according to standard techniques and distributed
into 96-well tissue culture plates. After 2 weeks hybridoma culture
supernatants were harvested and tested for Isreco1 and Is1-Co029
staining by indirect immunofluorescence. Positive supernatants
were then further characterized by immunoprecipitation. The
mAb Ts29.2 was purified by MEP Hypercel mixed-mode sor-
bent (Pall France) from ascitic fluids. Purity was checked by gel
electrophoresis and Coomassie blue staining. Using infrared scan-
ning of the gel with Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR
Biosciences), the purity was shown to be superior to 90%.
IMMUNOFLUORESCENCE
For flow cytometry analysis of cell surface molecules, cells were
detached using a non-enzymatic solution (Invitrogen), washed
and stained with 10μg/ml of primary antibody. After washes
in culture medium, cells were incubated with 10μg/ml FITC-
labeled secondary antibody (Beckman Coulter), washed again
three times and fixed with 1% formaldehyde in PBS. All incu-
bations were performed for 30min at 4◦C. Analysis of cell-
surface staining was performed with an Accuri C6 flow cytometer
(Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA).
IMMUNOPRECIPITATION ANDWESTERN BLOT
Cells were lysed directly in the tissue culture flask (1ml
for a 75-cm2 flask) in lysis buffer (10mM Tris (pH 7.4),
150mM NaCl, 0.02% NaN3, 1mM phenylmethylsulfonyl fluo-
ride, 0.5mg/ml leupeptin, 1mg/ml pepstatin A and 10 kallikrein-
inactivating units/ml aprotinin) containing 1% Triton X-100
(Roche Molecular Biochemicals, Meylan, France). After a 30-min
incubation at 4◦C, the insoluble material was removed by cen-
trifugation at 10,000 g and the cell lysate was precleared overnight
by addition of 0.005 volume of heat-inactivated goat serum
and 0.025 volume of protein G-Sepharose beads (Amersham
Pharmacia Biotech). Proteins were then immunoprecipitated by
adding 2μg/ml of antibodies and 10μl of protein G-Sepharose
beads (GEHealthcare) to 1ml of the lysate. After a 2-h incubation
at 4◦C under constant agitation, the beads were washed five times
in lysis buffer. The immunoprecipitates were separated by 5–15%
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis under non-reducing con-
ditions and transferred to a PVDF membrane (Amersham).
Western blotting on immunoprecipitates was performed using
biotinylated Ts29.2 and a Alexa Fluor 680-labeled streptavidin
(Invitrogen) which was revealed with the Odyssey equipment.
EFFECT OF Ts29.2 mAb ON CELL GROWTH AND APOPTOSIS IN VITRO
Cells in complete FCS medium were distributed into 6 well
plates at 20,000 cells/well. Cells were divided into three groups
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with 0, 10, and 50μg/ml of Ts29.2. Cell counts were performed
in duplicated wells at 24, 48, and 72 h. At 72 h, apoptotic cells
were also quantified by flow cytometry using propidium iodide
(PI, Sigma). After overnight fixation in ethanol 70% at −20◦C,
PI at 50μg/ml was added and apoptosis was measured by
counting cells with sub-G1 DNA content. Statistical analysis were
performed using GraphPad Prism software. Repeated measure
ANOVA was used for comparison between the 3 groups and
calculation of the p-value.
IN VIVO EXPERIMENTS
Balb/c nude mice were injected with 5–10.106 tumor cells subcu-
taneously in the back on day 0. For SW480, when indicated, each
mouse was implanted with the Co-029 weakly expressing SW480
cell line on one side and with the corresponding transduced
Co029 cell lines on the right side. Mice were divided between
treatment and control groups, each group comprising 5mice. The
treatedmice were given the Ts29.2mAb as follows: a first injection
of 2mg of antibody was given intraperitoneally on day 0 and 1mg
was given intraperitoneally twice a week, generally for 4 weeks.
Other schedules were tested, single early injection for SW480-
Co029 tumors, or delayed treatment for HT29 tumors as reported
in the results section. Control mice received the same volume
of PBS intraperitoneally. The size of the tumor was determined
with the formula (π/6 × length × width × thickness). U-Mann-
Whitney test was performed for data analysis. Experiments were
conducted according to the French veterinary guidelines and
those formulated by the European Commission for experimen-
tal animal use (L358-86/609EEC) and were approved by Inserm
(National Institute for health and medical research, France).
BIOLOCALIZATION
Tumors in nude BALB/c mice were induced by subcutaneous
injection of 107 tumor Isreco-Co029 or SW480-Co029 cells.
After 10 days, 4 mice were injected intraperitoneally with 1mg
Ts29.2mAb. Two mice were sacrificed by cervical dislocation at
24 and 48 h after injection of the mAb. Tumors were excised and
included in tissue freezing medium (Tissue-Tek, Sakura Finetek
Europe) and immediately frozen in liquid nitrogen vapors. Frozen
sections were stained using anti-mouse Alexa 488 labeled goat
antibodies (Molecular Probes, USA) to detect the presence of
mAb in the tumors.
HISTOPATHOLOGY AND IMMUNOHISTOCHEMISTRY FOR
ANGIOGENESIS, APOPTOSIS AND PROLIFERATION ANALYSIS
Following fixation of the tumors in 4% paraformaldehyde,
paraffin sections (4μm thick) were prepared. For pathologi-
cal examination, sections were stained with hematoxylin and
eosin. Immunohistochemistry for anti-CD34 positive murine
endothelial cells (HyCult biotechnology b.v., The Netherlands)
was performed after xylene treatment and rehydration of paraf-
fin sections. Heat-induced epitope retrieval was achieved with
pH8 Tris-EDTA at 98◦C for 30min. Endogenous peroxidase activ-
ity was quenched by 3% H2O2 for 10min. The sections were
placed in coverplates (Shandon, U.S) and incubated with block-
ing serum Biogenex 1:20 (San Ramon, Ca) for 10min. This step
was followed by incubation with anti-mouse CD34 1:20 diluted
in blocking serum 1:10 during 1 h. Slides were then incubated
with a rabbit anti-rat 1:400 (Southern Biotech., Al., USA) diluted
in blocking serum 1:10. The following step consisted in a Rabbit
PowerVision kit (ImmunoVision Technologies, Ca) 20min and
DAB 10min. Slides were counterstained with Mayer’s hema-
toxilin and mounted (Pertex). Quantification of positive vessels
was assessed with a method combining a dedicated slide scan-
ner and a computer-assisted image analysis (Kim et al., 2003).
The positive signal was expressed by the area fraction of stained
endothelial cells within the tumor compared to the whole sur-
face of the tumor, selecting only viable tissue. This procedure
was achieved using Pix-Cyt, a software package designed by
the Groupe Régional d’Etudes sur le Cancer, Centre François
Baclesse, Caen. The same protocol was used for quantifying cells
expressing activated caspase 3. An antihuman activated caspase
3 antibody was used at 1:100 (Cell Signaling, Ozyme, France).
The mitotic index was calculated as the percentage of mitotic
figures per total tumor cells in two separate fields for each HES
stained slides of HT29 tumors. At least 1000 cells were counted
for each tumor. U-Mann-Whitney test was performed for data
analysis.
RESULTS
GENERATION OF ISRECO1 AND SW480 COLON CARCINOMA CELL
LINES EXPRESSING Co-029/tspan8
For in vitro and in vivo studies, the Co-029/tspan8 negative
Isreco1 and SW480 cells were transduced with lentiviral vec-
tors in order to obtain an expression of Co-029/tspan8 similar
to HT29 cells and metastatic cell line Isreco2 (Greco et al.,
2010) (Figure 1A). The specificity of Ts29.2 as compared to the
previously used Ts29.1 mAb was further checked by immunopre-
cipitation and western blot (Figure 1B).
EFFECT OF Ts29.2 mAb ON CELL PROLIFERATION AND APOPTOSIS IN
VITRO
SW480 and SW480-Co029 cells were seeded at 20000/well in 6
well culture plates. After 12 h to let cells adhere to the plates,
Ts29.2 mAb was added at concentrations of 10 and 50μg/ml. Cell
counts were performed 24, 48, and 72 h later. No difference in
proliferation was observed between SW480, SW480-Co029, and
HT29 cells cultured in the presence or absence of Ts29.2 mAb
(Figure 2). Results shown are representative of 2 experiments. An
absence of effect on proliferation was also observed for Isreco1
and Is1-Co029 cells (data not shown). At 72 h, an apoptosis test
was performed that showed a proportion of apoptotic cells below
5%, similar between control and antibody treated cells (data not
shown).
BIOLOCALIZATION OF Ts29.2 mAb IN XENOGRAFTS
Localization of the mAb into the tumor is a requirement for its
use for therapeutic purpose. Therefore, we analyzed intratumoral
distribution after i.p. injection of 1mg Ts29.2 mAb in mice car-
rying previously untreated tumors. Frozen sections of tumors
excised at 24 and 48 h after mAb injection were scored for mAb
influx by immunofluorescent staining. A weak diffuse extracellu-
lar labeling was seen in SW480 tumors. An intense surface label-
ing was detectable only on Co-029/tspan8 expressing tumor cells
(Figure 3A). The antibody was also detected in liver sinusoids
(Figure 3B). Similar aspects were observed at 24 and 48 h.
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FIGURE 1 | Co-029/tspan8 recognition by mAb Ts29.2. (A) Expression of
Co-029/tspan8 by transduced cell lines Isreco1 and SW480 as compared to
HT29 cell line. A similar level of expression was obtained after transduction
compared to endogenous expression of HT29 cells. SW480 cells have a
low endogenous expression of Co-029/tspan8. Negative isotypic controls of
Isreco1 and Is1-Co029 are not shown because they are at the same level as
Isreco1 labeled with Ts29.2mAb. Mean Fluorescence Intensity values
appear directly on the graphs (B) Western blot with biotinylated-Ts29.2
mAb of cell extracts immunoprecipitated by Ts29.1 (previously Ts29) or
Ts29.2.
EARLY TREATMENT OF TUMORS WITH MULTIPLE INJECTIONS OF
Ts29.2 mAb
Ten Balb/c nude mice were injected with 107 tumor cells subcu-
taneously on the back, on the left side for SW480 cells and on the
right side for SW480-Co029 cells and the treatment was imme-
diately started. SW480 tumors grew rapidly and already at day
14, a clear inhibition of growth of SW480-Co029 tumors in the
Ts29.2 treated group was observed as compared to the PBS con-
trol groups. Globally, the reduction of growth was above 70%.
Growth of SW480 tumors was similar in PBS and Ts29.2 treated
FIGURE 2 | Effect of Ts29.2 mAb on cell proliferation. Ts29.2 mAb has
no effect on cell proliferation at 10 or 50μg/ml on cells expressing either a
low or a high level of tetraspanin Co-029/tspan8.
groups and the mean size was slightly inferior to PBS treated
SW480-Co029 tumors (Figures 4A,B).
Nude mice were also injected with Is1-Co029 tumor cells and
treated according to the same protocol. Tumor growth was much
slower than for SW480 tumors and measurements started at day
42.However, a similar inhibition linked to antibody treatment was
observed (Figure 4C). The expression of Co-029/tspan8 did not
change significantly the tumor growth pattern (data not shown).
The endogeneously Co-029/tspan8 expressing HT29 cells grew
very fast in nude mice. Two groups of five mice were injected
with 5.106 cells subcutaneously and the same treatment protocol
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FIGURE 3 | Detection of the TS29.2 mAb in vivo 24h after injection.
(A) SW480-Co029 tumor cells are strongly labeled. This labeling appears
to be predominantly membranous (arrows). PBS is shown as negative
control. In SW480 tumors, a weaker staining with a diffuse interstitial
labeling is visible showing that the mAb penetrates inside the tumor. (B)
Due to the presence of circulating Ts29.2 mAb sinusoids are labeled in
the liver of injected nude mice. PBS is shown as negative control. Scale
bar 10μm.
was applied. An inhibition of 50% of tumor growth was observed
(Figure 5A).
Interestingly, the expression of Co-029/tspan8 did not change
the in vivo growth of PBS treated SW480 tumors (Figure 4B) or
Isreco1 tumors (data not shown).
Histological examination showed encapsulated tumors with
large areas of necrosis in all tumors (Figure S1) whose general
aspect did not differ between Ts29.2 mAb and PBS treated mice
(Figure S2). Moreover, no significant infiltration by inflammatory
cells could be noticed in Ts29.2 treated mice as compared to PBS
controls, whether the cells expressed Co-029/tspan8 or not. This
picture differed from what was observed in tumors implanted in
nude mice in which a strong ADCCwas observed following injec-
tion of a mAb of IgG2a subclass, a subclass with strong ADCC
activity. These tumors were essentially necrotic with the presence
of large foamy macrophages (Adams et al., 1984).
TREATMENT OF TUMORS WITH A SINGLE INJECTION OF mAb
In order to determine if the early injection of 2mg Ts29.2 mAb
could inhibit tumor implantation, two groups of five mice were
treated with a single dose of Ts29.2 mAb at the time of SW480-
Co-029/tspan8 tumor implantation. No difference was noticed
between tumors treated with Ts29.2 or PBS indicating that a sus-
tained treatment is required for an observable effect and that an
effect on tumor implantation cannot be invoked for inhibition of
tumor growth (data not shown).
DELAYED TREATMENT OF TUMORS
The effect of delayed treatment with Ts29.2 mAb on HT29 tumor
growth was also evaluated. For that purpose, 25 nude mice were
injected with 5.106 cells on day 0. On day 10, 10 mice with tumors
of similar size were selected and separated in 2 groups. One group
was injected with 2mg Ts29.2 followed by injections of 1mg twice
a week for 2 weeks while the other group of mice received con-
trol PBS injections. An inhibition of growth of 40%, slightly lower
than with the early starting treatment (Figure 5A), was observed
(Figure 5B).
ANGIOGENESIS, APOPTOSIS, AND PROLIFERATION IN VIVO (FIGURE 6)
In order to check for an effect of Ts29.2 mAb on tumor angio-
genesis as was reported for an anti-rat Co-029/tspan8 mAb (Claas
et al., 1998; Gesierich et al., 2006), we analyzed vascular density by
CD34 labeling and image analysis. No significant differences were
observed between Ts29.2 HT29 in vivo treated tumors and con-
trols (Figures 6A,B). Similarly, in situ quantification of apoptosis
by activated caspase 3 labeling did not show a difference between
PBS and Ts29.2 treated HT29 (Figures 6A,C) or SW480-Co029
tumors (not shown). However, an effect of Ts29.2 on cell prolifer-
ation was detected since the mitotic index was 1.71% ± 0.31% in
the tumors cells of Ts29.2 treated mice whereas it was 3% ± 0.4%
for PBS treated mice (p = 0.027) (Figure 6A).
DISCUSSION
This work shows that an IgG2b mouse mAb toward human
tetraspanin Co-029/tspan8 slows down significantly growth of
colorectal tumors in vivo in a xenogeneic nude mice model.
Tetraspanins are membrane proteins forming a 33 family
members whose function has not been elucidated apart from
their ability to form large multimolecular membrane complexes,
the “tetraspanin web” (or tetraspanin enriched microdomains)
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FIGURE 4 | Effect of Ts29.2 mAb treatment on tumor growth in vivo. (A)
A clear inhibition of SW480-Co029 growth is visible (arrow) in the mouse
treated with Ts29.2mAb as compared to SW480 tumor (right) or tumors in PBS
treated mice (left). (B) Growth curves of SW480-Co029 tumors in nude mice
compared to tumors treated with PBS or SW480 cells expressing a low level
of Co-029/tspan8. First and last injections of Ts29.2 mAb or PBS are indicated
below. (C) Growth curves of Is1-Co029 tumors in nude mice treated with
Ts29.2mAb. First and last injections of Ts29.2mAb or PBS are indicated below.
FIGURE 5 | Initial and delayed treatments of HT29 tumors in nude mice.
(A) Treatment started at day 0. An inhibition of 50% was observed after 4
weeks of Ts29.2 mAb injections. First and last injections of Ts29.2mAb or
PBS are indicated below. (B) Same experiment but injections of Ts29.2 mAb
started at day 10 after tumor implantation. A lower inhibition (40%) was
observed. First and last injections of Ts29.2 mAb or PBS are indicated below.
and for their control over traffic or function of some associ-
ated molecules (Hemler, 2003; Charrin et al., 2009). A relation
between tumor prognosis and the level of expression of several
tetraspanins has been widely reported, either in patients or exper-
imentally, in numerous tumors (Boucheix and Rubinstein, 2001;
Charrin et al., 2009; Zoller, 2009; Romanska and Berditchevski,
2011; Hemler, 2013) while opposite effects have been described
depending on the tetraspanin studied. As a matter of fact, the way
the expression of a tetraspanin may affect the course of a tumor
remains widely unknown and may differ from one tetraspanin
to another. It is hypothesized that tetraspanin effects are medi-
ated by molecular partners within the “tetraspanin web.” Among
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FIGURE 6 | In vivo effect of HT29 tumors treatment with Ts29.2
antibodies. (A) Quantification of angiogenesis (CD34 vascular labeling),
apoptosis (activated caspase 3 labeling) and proliferation (mitotic index). (B)
DAB stained vessels are clearly seen within neighboring tumor areas. (C)
The DAB stained cells are easily distinguished from neighboring tumor
areas. No difference is seen between the mAb Ts29.2 treated tumor (left)
and the PBS treated tumor (right) in (B,C). Scale bar 50μm.
tetraspanins that were reported as modulators of tumor pro-
gression, CD82 is considered as a metastasis suppressor gene
(Dong et al., 1995) and associated with favorable prognosis
through an inhibitory effect on cell motility and invasiveness.
High CD9 expression has also mostly been associated with a
favorable prognosis for patients and reduced metastasis in ani-
mal models (Ikeyama et al., 1993; Boucheix et al., 2001; Zoller,
2009). Also, intratracheal administration of adenovirus encoding
eitherMRP-1/CD9 or KAI1/CD82 into lung tumors-bearingmice
reduced metastasis to the mediastinal lymph node (Takeda et al.,
2007). There is even a synergy in simultaneous reduction of CD9
and CD82 that leads to increased metastatic potential in breast
cancer (Huang et al., 1998). On the other hand high levels of
tetraspanins CD151 and Co-029/tspan8 are associated with poor
prognosis (Zoller, 2009; Greco et al., 2010). Possible mechanisms
for a role of CD151 overexpression in tumor progression may
come from an enhancement of Rac and cdc42 activation (Shigeta
et al., 2003) and an effect of integrin-mediated tumor cell motil-
ity via FAK activation (Kohno et al., 2002). Only few experiments
with tetraspanin knockout mice were reported but confort pre-
vious experimental and clinical data. In the TRAMP (Transgenic
adenocarcinoma of mouse prostate) model, genetic ablation of
the tetraspanins Cd9 and Cd151 did not affect prostate tumor ini-
tiation butCd151 ablation reduces spontaneous metastatic spread
whereas ablation of the tetraspanin Cd9 increases spontaneous
metastases, in an organ specific manner in both cases (Copeland
et al., 2013a,b).
Co-029/tspan8 protumoral properties have been clearly shown
by Zoller and coworkers (Gesierich et al., 2006) in a rat model of
pancreatic tumor. In vitro rat Co-029/tspan8 has been shown to
promote motility through its association with α6β4, to increase
apoptosis resistance and in an in vivo hepatoma model to pro-
mote liver metastasis (reviewed in Zoller, 2009). Conversely, in
the absence of integrin α6β4, the rat tspan8 D6.1A, appears to
be a strong inducer of angiogenesis. In this model, the angiogenic
effect appears to be mediated by tumor cells exosomes that recruit
tspan8 together with other tetraspanins like CD9 or CD151 and
associated molecules (Nazarenko et al., 2010). In our model of
colorectal Co-029/tspan8 transduced tumor cell lines, we were
not able to demonstrate a direct effect of Co-029/tspan8 on cell
motility on collagen I (Greco et al., 2010). However, such an effect
became apparent in vitro after silencing of E-cadherin, p120ctn
or RhoA in Isreco cell lines. By crosslinking, we have shown that
Co-029/tspan8 may associate with E-cadherin thus providing a
molecular basis for this observation. In nude mice, the growth of
Isreco1 or SW480 tumors and their corresponding Co-029/tspan8
transduced cell lines was either identical or not significantly dif-
ferent. In this context, analysis of vascular density didn’t appear
to be reduced in Ts29.2 mAb treated tumors compared to PBS
treated tumors.
Concerning the in vivo effect of the mouse anti Co-029/tspan8
IgG2b Ts29.2, the inhibition of tumor growth occurs without
toxic effect of the mAb on cells in vitro and in the absence at
histological level of inflammatory cells infiltration in the tumor.
Moreover, no significant increase of activated caspase 3 label-
ing was observed in HT29 treated tumors. This is in agreement
with early observations that mouse IgG2b, as opposed to IgG2a,
are considered as being poor mediators of ADCC in nude mice
(Herlyn and Koprowski, 1982; Anasetti et al., 1987). However,
we can’t completely exclude a limited recruitment of effector cells
that could be demonstrated by cellular dissociation of the tumors.
Finally, since we could not demonstrate an effect on angiogen-
esis in Ts29.2 mAb treated mice another mechanism should be
operating. These negative results contrast with another model of
gastric tumor implantation in SCID mice treated with the mAb
ALB6 (IgG1) directed against tetraspanin CD9 that resulted in
inhibition of tumor growth associated with increased apopto-
sis and reduced angiogenesis (Nakamoto et al., 2009). On the
other hand, the in vivo inhibition of proliferation assessed by
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the mitotic index in contrast to the absence of in vitro effect
places an indirect functional effect of the mAb Ts29.2 on tumor
growth among the likely hypotheses. Considering the role of
tetraspanins in the assembly of cell surface multimolecular com-
plexes containing various molecules such as integrins or growth
factor receptors, signalization through these molecules appears
as a possible target. An effect of tetraspanins on growth factor
receptor signalization was already reported in vitro for CD82 that
negatively regulates EGFR (Odintsova et al., 2000) but remains to
be demonstrated for Co-029/tspan8. In addition, the MAP kinase
pathway is already engaged due to the KRAS or BRAF mutations
in the tumor cell lines used in this work. Therefore, as far as EGFR
could be involved, an effect through another pathway as the PI3K-
Akt pathway should be considered. Alternatively different growth
factor receptors of the Erb family or other growth factor recep-
tors like c-Met (Takahashi et al., 2007) could be turned on or
regulated. The tetraspanin CD151 has also been tested as target
of anti-tumor antibodies in animal models (reviewed in Haeuw
et al., 2011). An inhibition of tumor growth has been observed
in vivo with selected antibodies but the mechanism remains to
be determined. Of interest is the inhibition by CD151 antibodies
of tumor cell intravasation and metastasis formation in the chick
embryo (Zijlstra et al., 2008).
To our knowledge, among tetraspanins, only CD37 has been
targeted in human malignancies (Press et al., 1989; Sala-Valdes
et al., 2012). An 131I conjugated mouse CD37 mAb was shown to
induce complete remission in 6/6 patients with B cell lymphoma
(Kaminski et al., 1993). Several humanized CD37 genetically
engineered antibodies are currently under investigation for clin-
ical applications (Heider et al., 2011; Krause et al., 2012). Their
effects are mediated by apoptosis induction, ADCC (Heider et al.,
2011) or direct cell death (Krause et al., 2012; Lapalombella et al.,
2012).
Even in the absence of a clear mechanism for growth inhibition
by Ts29.2mAb, we propose that the tetraspanin Co-029/tspan8
can be an appropriate target for treatment of some epithelial
tumors, especially colorectal tumors. The reasons are that it is a
membrane protein for which antibodies are available, that its tis-
sue distribution is restricted and that its increased expression is
linked to a bad prognosis. Among tetraspanins and apart from
CD37 in B cell malignancies, Co-029/tspan8 is one of the best
candidates since other tetraspanins like CD9, CD82, or CD151
have a much wider tissue distribution. Toxicity of the biolog-
ical drug may result from the destruction of normal cells and
too much expression on normal tissues may trap the mAb and
prevents its binding to tumor tissues.
Finally, the efficiency of the mAb could be considerably
improved by replacing the Fc fragment with already available
sequences and the immunization risk could be alleviated by
humanization of the molecule. For all these reasons, targeting
the tetraspanin Co-029/tspan8 is worth further developments in
order to determine if it would be an efficient addition to currently
available treatments of digestive tumors.
AUTHOR CONTRIBUTIONS
All authors agree to be accountable for all aspects of the
work, have approved the final version and provided substantial
contribution to the work. Naouel Ailane performed most of the
experiments with the help of Céline Greco, Yingying Zhu, and
Monica Sala-Valdés and contributed to the writing. IbrahimCasal
supervised in vivo experiments. Pathological studies were per-
formed by Paule Opolon and Olivia Bawa. The Ts29.2 antibody
was produced and characterized byMartine Billard, Céline Greco,
Eric Rubinstein and Claude Boucheix. Claude Boucheix designed
the study and wrote the article that was revised by Eric Rubinstein
and Paule Opolon.
ACKNOWLEDGMENTS
This work was supported by grants from the Agence Nationale de
Recherche, Inserm Transfert, the Association de Recherche contre
le Cancer, the AssociationNouvelles Recherches Biomédicales and
the Association Institut du Cancer et d’Immunogénétique.
SUPPLEMENTARY MATERIAL
The Supplementary Material for this article can be found
online at: http://www.frontiersin.org/journal/10.3389/fphys.
2014.00364/abstract
REFERENCES
Adams, D. O., Hall, T., Steplewski, Z., and Koprowski, H. (1984). Tumors under-
going rejection induced by monoclonal antibodies of the IgG2a isotype con-
tain increased numbers of macrophages activated for a distinctive form of
antibody-dependent cytolysis. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 81, 3506–3510. doi:
10.1073/pnas.81.11.3506
American Cancer Society. (2012). Cancer Facts and Figures 2012. Atlanta, GA:
American Cancer Society.
Anasetti, C., Martin, P. J., Morishita, Y., Badger, C. C., Bernstein, I. D., and Hansen,
J. A. (1987). Human large granular lymphocytes express high affinity recep-
tors for murine monoclonal antibodies of the IgG3 subclass. J. Immunol. 138,
2979–2981.
Bilchik, A. J., Poston, G., Adam, R., and Choti, M. A. (2008). Prognostic variables
for resection of colorectal cancer hepatic metastases: an evolving paradigm.
J. Clin. Oncol. 26, 5320–5321. doi: 10.1200/JCO.2008.18.3152
Boucheix, C., Duc, G. H., Jasmin, C., and Rubinstein, E. (2001). Tetraspanins
and malignancy. Expert. Rev. Mol. Med. 3, 1–17. doi: 10.1017/S14623994010
02381
Boucheix, C., and Rubinstein, E. (2001). Tetraspanins. Cell Mol. Life Sci. 58,
1189–1205. doi: 10.1007/PL00000933
Cajot, J. F., Sordat, I., Silvestre, T., and Sordat, B. (1997). Differential display
cloning identifies motility-related protein (MRP1/CD9) as highly expressed in
primary compared to metastatic human colon carcinoma cells. Cancer Res. 57,
2593–2597.
Charrin, S., Le Naour, F., Silvie, O., Milhiet, P. E., Boucheix, C., and Rubinstein, E.
(2009). Lateral organization of membrane proteins: tetraspanins spin their web.
Biochem. J. 420, 133–154. doi: 10.1042/BJ20082422
Claas, C., Seiter, S., Claas, A., Savelyeva, L., Schwab, M., and Zoller, M. (1998).
Association between the rat homologue of CO-029, a metastasis-associated
tetraspanin molecule and consumption coagulopathy. J. Cell Biol. 141, 267–280.
doi: 10.1083/jcb.141.1.267
Copeland, B. T., Bowman, M. J., and Ashman, L. K. (2013a). Genetic ablation of the
tetraspanin CD151 reduces spontaneous metastatic spread of prostate cancer in
the TRAMPmodel.Mol. Cancer Res. 11, 95–105. doi: 10.1158/1541-7786.MCR-
12-0468
Copeland, B. T., Bowman, M. J., Boucheix, C., and Ashman, L. K. (2013b).
Knockout of the tetraspanin Cd9 in the TRAMPmodel of de novo prostate can-
cer increases spontaneous metastases in an organ-specific manner. Int. J. Cancer
133, 1803–1812. doi: 10.1002/ijc.28204
Dahabreh, I. J., Terasawa, T., Castaldi, P. J., and Trikalinos, T. A. (2011). Systematic
review: anti-epidermal growth factor receptor treatment effect modification by
KRAS mutations in advanced colorectal cancer. Ann. Intern. Med. 154, 37–49.
doi: 10.7326/0003-4819-154-1-201101040-00006
Frontiers in Physiology | Membrane Physiology and Membrane Biophysics September 2014 | Volume 5 | Article 364 | 8
Ailane et al. Co-029/tspan8 antibody and tumor growth
Dong, J. T., Lamb, P. W., Rinker-Schaeffer, C. W., Vukanovic, J., and Ichikawa,
T. (1995). KAI1, a metastasis suppressor gene for prostate cancer on human
chromosome 11p11.2. Science 268, 884–886. doi: 10.1126/science.7754374
Gesierich, S., Berezovskiy, I., Ryschich, E., and Zoller, M. (2006). Systemic induc-
tion of the angiogenesis switch by the tetraspanin D6.1A/CO-029. Cancer Res.
66, 7083–7094. doi: 10.1158/0008-5472.CAN-06-0391
Greco, C., Bralet, M. P., Ailane, N., Dubart-Kupperschmitt, A., Rubinstein, E.,
Le Naour, F., et al. (2010). E-cadherin/p120-catenin and tetraspanin Co-029
cooperate for cell motility control in human colon carcinoma. Cancer Res. 70,
7674–7683. doi: 10.1158/0008-5472.CAN-09-4482
Haeuw, J. F., Goetsch, L., Bailly, C., and Corvaia, N. (2011). Tetraspanin CD151
as a target for antibody-based cancer immunotherapy. Biochem. Soc. Trans. 39,
553–558. doi: 10.1042/BST0390553
Heider, K. H., Kiefer, K., Zenz, T., Volden, M., Stilgenbauer, S., Ostermann, E., et al.
(2011). A novel Fc-engineered monoclonal antibody to CD37 with enhanced
ADCC and high proapoptotic activity for treatment of B-cell malignancies.
Blood 118, 4159–4168. doi: 10.1182/blood-2011-04-351932
Hemler, M. E. (2003). Tetraspanin proteins mediate cellular penetration, invasion,
and fusion events and define a novel type of membrane microdomain. Annu.
Rev. Cell Dev. Biol. 19, 397–422. doi: 10.1146/annurev.cellbio.19.111301.153609
Hemler, M. E. (2013). Tetraspanin proteins promote multiple cancer stages. Nat.
Rev. Cancer 14, 49–60. doi: 10.1038/nrc3640
Herlyn, D., and Koprowski, H. (1982). IgG2amonoclonal antibodies inhibit human
tumor growth through interaction with effector cells. Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 79, 4761–4765. doi: 10.1073/pnas.79.15.4761
Hompes, D., and Ruers, T. (2011). Review: incidence and clinical signif-
icance of Bevacizumab-related non-surgical and surgical serious adverse
events in metastatic colorectal cancer. Eur. J. Surg. Oncol. 37, 737–746. doi:
10.1016/j.ejso.2011.06.004
Huang, C. I., Kohno, N., Ogawa, E., Adachi, M., Taki, T., and Miyake, M.
(1998). Correlation of reduction in MRP-1/CD9 and KAI1/CD82 expression
with recurrences in breast cancer patients. Am. J. Pathol. 153, 973–983. doi:
10.1016/S0002-9440(10)65639-8
Ikeyama, S., Koyama, M., Yamaoko, M., Sasada, R., and Miyake, M. (1993).
Suppression of cell motility and metastasis by transfection with human
motility-related protein (MRP-1/CD9) DNA. J. Exp. Med. 177, 1231–1237. doi:
10.1084/jem.177.5.1231
Kaminski, M. S., Zasadny, K. R., Francis, I. R., Milik, A. W., Ross, C. W.,
Moon, S. D., et al. (1993). Radioimmunotherapy of B-cell lymphoma with
[131I]anti-B1 (anti-CD20) antibody. N. Engl. J. Med. 329, 459–465. doi:
10.1056/NEJM199308123290703
Kanetaka, K., Sakamoto, M., Yamamoto, Y., Yamasaki, S., Lanza, F., Kanematsu,
T., et al. (2001). Overexpression of tetraspanin CO-029 in hepatocellular carci-
noma. J. Hepatol. 35, 637–642. doi: 10.1016/S0168-8278(01)00183-0
Kim, N. T., Elie, N., Plancoulaine, B., Herlin, P., and Coster, M. (2003). An original
approach for quantification of blood vessels on the whole tumour section. Anal.
Cell. Pathol. 25, 63–75.
Kohno, M., Hasegawa, H., Miyake, M., Yamamoto, T., and Fujita, S. (2002). CD151
enhances cell motility and metastasis of cancer cells in the presence of focal
adhesion kinase. Int. J. Cancer 97, 336–343. doi: 10.1002/ijc.1605
Krause, G., Patz, M., Isaeva, P., Wigger, M., Baki, I., Vondey, V., et al. (2012). Action
of novel CD37 antibodies on chronic lymphocytic leukemia cells. Leukemia 26,
546–549. doi: 10.1038/leu.2011.233
Lapalombella, R., Yeh, Y. Y.,Wang, L., Ramanunni, A., Rafiq, S., Jha, S., et al. (2012).
Tetraspanin CD37 directly mediates transduction of survival and apoptotic
signals. Cancer Cell 21, 694–708. doi: 10.1016/j.ccr.2012.03.040
Le Naour, F., Andre, M., Greco, C., Billard, M., Sordat, B., Emile, J. F., et al.
(2006). Profiling of the tetraspanin web of human colon cancer cells. Mol. Cell.
Proteomics. 5, 845–857. doi: 10.1074/mcp.M500330-MCP200
Lin, A. Y., Buckley, N. S., Lu, A. T., Kouzminova, N. B., and Salpeter, S. R. (2011).
Effect of KRAS mutational status in advanced colorectal cancer on the out-
comes of anti-epidermal growth factor receptor monoclonal antibody therapy:
a systematic review and meta-analysis. Clin. Colorectal Cancer 10, 63–69. doi:
10.3816/CCC.2011.n.009
Nakamoto, T., Murayama, Y., Oritani, K., Boucheix, C., Rubinstein, E., Nishida,
M., et al. (2009). A novel therapeutic strategy with anti-CD9 antibody
in gastric cancers. J. Gastroenterol. 44, 889–896. doi: 10.1007/s00535-009-
0081-3
Nazarenko, I., Rana, S., Baumann, A., McAlear, J., Hellwig, A., Trendelenburg, M.,
et al. (2010). Cell surface tetraspanin Tspan8 contributes to molecular pathways
of exosome-induced endothelial cell activation. Cancer Res. 70, 1668–1678. doi:
10.1158/0008-5472.CAN-09-2470
Odintsova, E., Sugiura, T., and Berditchevski, F. (2000). Attenuation of EGF recep-
tor signaling by ametastasis suppressor, the tetraspanin CD82/KAI-1.Curr. Biol.
10, 1009–1012. doi: 10.1016/S0960-9822(00)00652-7
Press, O. W., Eary, J. F., Badger, C. C., Martin, P. J., Appelbaum, F. R., Levy, R., et al.
(1989). Treatment of refractory non-Hodgkin’s lymphoma with radiolabeled
MB-1 (anti-CD37) antibody. J. Clin. Oncol. 7, 1027–1038.
Romanska, H. M., and Berditchevski, F. (2011). Tetraspanins in human epithelial
malignancies. J. Pathol. 223, 4–14. doi: 10.1002/path.2779
Sala-Valdes, M., Ailane, N., Greco, C., Rubinstein, E., and Boucheix, C. (2012).
Targeting tetraspanins in cancer. Expert. Opin. Ther. Targets 16, 985–997. doi:
10.1517/14728222.2012.712688
Shigeta, M., Sanzen, N., Ozawa, M., Gu, J., Hasegawa, H., and Sekiguchi, K.
(2003). CD151 regulates epithelial cell-cell adhesion through PKC- and Cdc42-
dependent actin cytoskeletal reorganization. J. Cell Biol. 163, 165–176. doi:
10.1083/jcb.200301075
Takahashi, M., Sugiura, T., Abe, M., Ishii, K., and Shirasuna, K. (2007). Regulation
of c-Met signaling by the tetraspanin KAI-1/CD82 affects cancer cell migration.
Int. J. Cancer 121, 1919–1929. doi: 10.1002/ijc.22887
Takeda, T., Hattori, N., Tokuhara, T., Nishimura, Y., Yokoyama, M., and Miyake,
M. (2007). Adenoviral transduction of MRP-1/CD9 and KAI1/CD82 inhibits
lymph node metastasis in orthotopic lung cancer model. Cancer Res. 67,
1744–1749. doi: 10.1158/0008-5472.CAN-06-3090
Uhlen, M., Oksvold, P., Fagerberg, L., Lundberg, E., Jonasson, K., Forsberg, M.,
et al. (2010). Towards a knowledge-based Human Protein Atlas.Nat. Biotechnol.
28, 1248–1250. doi: 10.1038/nbt1210-1248
Zhou, Z., Ran, Y. L., Hu, H., Pan, J., Li, Z. F., Chen, L. Z., et al. (2008). TM4SF3
promotes esophageal carcinoma metastasis via upregulating ADAM12m
expression. Clin. Exp. Metastasis 25, 537–548. doi: 10.1007/s10585-008-
9168-0
Zijlstra, A., Lewis, J., Degryse, B., Stuhlmann, H., and Quigley, J. P. (2008). The
inhibition of tumor cell intravasation and subsequent metastasis via regulation
of in vivo tumor cell motility by the tetraspanin CD151.Cancer Cell 13, 221–234.
doi: 10.1016/j.ccr.2008.01.031
Zoller, M. (2009). Tetraspanins: push and pull in suppressing and promoting
metastasis. Nat. Rev. Cancer 9, 40–55. doi: 10.1038/nrc2543
Conflict of Interest Statement: Patent—EP 10305818.6– Methods for cancer man-
agement targeting Co-029. The authors declare that the research was conducted in
the absence of any commercial or financial relationships that could be construed
as a potential conflict of interest.
Received: 29 June 2014; paper pending published: 29 July 2014; accepted: 04 September
2014; published online: 19 September 2014.
Citation: Ailane N, Greco C, Zhu Y, Sala-Valdés M, Billard M, Casal I, Bawa
O, Opolon P, Rubinstein E and Boucheix C (2014) Effect of an anti-human Co-
029/tspan8 mouse monoclonal antibody on tumor growth in a nude mouse model.
Front. Physiol. 5:364. doi: 10.3389/fphys.2014.00364
This article was submitted to Membrane Physiology and Membrane Biophysics, a
section of the journal Frontiers in Physiology.
Copyright © 2014 Ailane, Greco, Zhu, Sala-Valdés, Billard, Casal, Bawa, Opolon,
Rubinstein and Boucheix. This is an open-access article distributed under the terms of
the Creative Commons Attribution License (CC BY). The use, distribution or repro-
duction in other forums is permitted, provided the original author(s) or licensor are
credited and that the original publication in this journal is cited, in accordance with
accepted academic practice. No use, distribution or reproduction is permitted which
does not comply with these terms.
www.frontiersin.org September 2014 | Volume 5 | Article 364 | 9
 163 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DISCUSSION 
 164 
 
Les travaux rapportés dans cette thèse montrent que la tétraspanine Co-029/tspan8 se trouve au 
carrefour d’un réseau moléculaire complexe qui intervient dans des aspects fondamentaux de la 
biologie cellulaire et peut, par conséquent, interférer avec la progression tumorale. Des travaux 
antérieurs du laboratoire de Margot Zöller et de notre laboratoire avaient déjà montré que les 
propriétés biologiques de Co-029 s’exerçaient à travers des partenaires moléculaires. Pour ce qui nous 
concerne, le laboratoire s’est intéressé à la migration 2D sur collagène de cellules de cancer colorectal. 
La migration cellulaire est un paramètre important dans les processus d’invasion et de métastase des 
tumeurs. Nous avons sélectionné les cellules Isreco1 (Cajot, Sordat et al. 1997) qui n’expriment pas 
Co-029/tspan8 et présentent l’avantage de migrer de manière très régulière sur le substrat ce qui 
permet d’en faire aisément le suivi en vidéomicroscopie. Le laboratoire avait montré précédemment 
que la migration 2D sur collagène des cellules de cancer colorectal Isreco1 était dépendante des 
récepteurs membranaires du collagène, les intégrines α1β1 et α2β1(Greco, Bralet et al. 2010). De 
manière intéressante, il avait été montré dans ce travail que le fait d’exprimer Co-029/tspan8 dans les 
cellules Isreco1 modifiait la signalisation des intégrines puisqu’en absence de Co-029/tspan8 la 
migration cellulaire 2D sur collagène dépend principalement de l’intégrine α1β1, alors que quand on 
exprime cette tétraspanine dans les cellules Isreco1 (lignée Is1-Co029), elle dépend de l’intégrine 
α2β1. Au cours de ce travail, il avait également été montré que le complexe E-cadhérine/p120-
caténine intervenait dans ce type de migration cellulaire, mais seulement en présence de Co-
029/tspan8, l’interférence ARN sur l’E-cadhérine ou la p120-caténine accélérant nettement la 
migration cellulaire des cellules Is1-Co029 alors qu’elle est sans effet sur les cellules Isreco1. On 
pouvait inhiber cette accélération induite des cellules Is1-Co029 en ciblant Co-029/tspan8 par 
interférence ARN ou par un anticorps monoclonal. Pour ce qui est des voies de signalisation, la 
migration cellulaire fait intervenir la voie Rac1 alors que RhoA a un effet inhibiteur (l’inhibition de 
RhoA accélère les cellules).  
De manière accidentelle, nous avons observé en traitant la contamination des lignées par des 
mycoplasmes, que la migration cellulaire sur collagène était non seulement dépendante des intégrines 
α1β1 et α2β1 mais aussi du récepteur TLR2 qui peut être activé par des lipoprotéines 
mycoplasmiques. 
RTK, CD44 et migration cellulaire dépendante de Co-029/tspan8 – Ciblage in vivo dans des 
tumeurs expérimentales 
Au cours du travail présenté dans cette thèse, nous avons recherché d’autres partenaires de Co-
029/tspan8 qui pourraient intervenir dans la migration cellulaire. Dans cette perspective, nous avons 
réalisé une étude comparative en spectrométrie de masse des complexes à tétraspanines dans les 
cellules Isreco1 et Is1-Co029. Nous avons donc immuno-précipité ces complexes avec les anticorps 
Ts9 (CD9) et Ts29.2 (Co-029/tspan8). L’immunoprécipitation par Ts29.2 des cellules Isreco1 a servi 
de contrôle négatif et nous a permis d’éliminer les molécules contaminantes de l’immunoprécipitation. 
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Parmi les nombreuses molécules associées, nous nous sommes plus particulièrement intéressés dans 
un 1er temps à l’EGFR et au CD44. L’EGFR est devenu une cible importante des traitements 
anticancéreux du fait de son rôle dans la croissance et l’invasion des cellules tumorales. 
L’association d’EGFR aux microdomaines à tétraspanines avait déjà été suggérée par plusieurs 
travaux (voir l’introduction) mais elle était basée sur des données fonctionnelles et les données 
biochimiques ne confirmaient pas de manière formelle cette association dans la mesure où le détergent 
utilisé était le CHAPS, dont la faible stringence ne permet pas d’affirmer une association car les 
micelles formées sont de grande taille et peuvent capturer dans les mêmes micelles des molécules 
n’ayant pas réellement d’interaction. Nous avons montré la présence d'EGFR dans les complexes à 
tétraspanines, en Brij97, mais cette association est faible en l’absence de Co-029/tspan8. Par contre le 
fait d’exprimer Co-029/tspan8 induit une association très nette d’EGFR aux complexes à tétraspanines 
(au moins 6 ou 7 fois supérieure d’après les données quantitatives de la spectrométrie de masse et 
l’immunoblot) ce qui suggère qu’EGFR pourrait avoir une interaction directe avec cette tétraspanine. 
Nous n’avons pas pu démontrer cette interaction par pontage covalent mais cette technique ne permet 
pas toujours de vérifier les interactions moléculaires car elle nécessite une grande proximité des acides 
aminés porteurs d’amines primaires. 
D’un point de vue fonctionnel, l'augmentation de la motilité induite par l'inhibiteur AG-1478 et 
par ARNi dirigés contre EGFR, est reproduite par un anticorps bloquant la fonction, le Cétuximab, ce 
qui suggère que le signal de l'EGFR dans les Is1-Co029 cellules peut se produire par une voie de 
stimulation autocrine. En effet, l'augmentation de la phosphorylation de l'EGFR dans les cellules Is1-
Co029 par rapport aux cellules Isreco1 indique une activation (ou transactivation) de l'EGFR. Le cas 
de l'EGFR est particulier puisque la mutation de KRAS devrait se traduire par une stimulation 
constitutive de la voie Erk, ce qui rend ces cellules résistantes aux signaux émis par EGFR. Nos 
résultats montrent un effet imprévu du silençage ou blocage fonctionnel de l'EGFR qui active la 
migration des cellules, ce qui indique que dans cette configuration avec la coopération de Co-
029/tspan8, EGFR agit comme un frein de la migration cellulaire. Une implication de la voie Akt sur 
l'effet de l’anticorps thérapeutique Cétuximab est compatible avec l'absence d'effet du silençage d’Akt 
dans les cellules Isreco1 ou Is1-Co029 non traitées tandis que le silençage d’Akt induit une réversion 
de l'effet d’EGFR sur la motilité.  
Le contrôle de la signalisation des RTKs par le « tetraspanin Web » a été analysé dans deux 
excellentes revues récentes sur le contrôle de la signalisation des RTK par le Tetraspanin Web (Delos 
Santos, Garay et al. 2015, Berditchevski et Odintsova 2016). Il apparaît qu’il est variable en fonction 
du type cellulaire et des tétraspanines testées. Différents effets peuvent être observés, par exemple 
CD151 augmente la signalisation ErbB2, alors que CD82 atténue la signalisation EGFR. Il a été aussi 
observé que l’expression de CD82 dans plusieurs lignées de cellules modifie la signalisation en aval 
des intégrines et d’EGFR.  
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D’autre part, la signalisation croisée entre les intégrines et les voies de signalisation RTK a été 
largement documentée dans la littérature. Cette signalisation croisée peut varier entre différents types 
de cellules, mais dans certaines cellules, une fraction significative de la signalisation de l'intégrine peut 
être médiée par la transactivation des RTK (Giancotti et Ruoslahti 1999, Schwartz et Ginsberg 2002). 
Par ailleurs, la phosphorylation induite par EGF de l'EGFR est potentialisée par l'adhésion médiée par 
les intégrines, mais diminuée par l'interaction intégrines/CD151(tétraspanine) (Odintsova, Sugiura et 
al. 2000, Streuli et Akhtar 2009, Alexi, Berditchevski et al. 2011). 
De manière plus globale, la signalisation croisée impliquant les tétraspanines peut commencer au 
niveau de la membrane par des interactions dans le « tetraspanin web », mais également en aval, le 
long des voies qui sont différentiellement connectées/activées à partir des signaux issus du micro-
environnement en fonction de l'organisation membranaire. Dans les cellules Is1-Co029, le laboratoire 
a montré que l’expression de Co-029/tspan8 régule les variations de motilité induites par des 
modifications du niveau d’expression ou des inhibitions fonctionnelles de l’E-cadhérine/p120-caténine 
(Greco, Bralet et al. 2010) et, dans le cadre de ce travail, de l’EGFR ou de CD44. Au contraire, dans 
les cellules Isreco1, ces molécules ne semblent pas être impliquées dans la régulation de la migration 
des cellules basales, au moins dans les limites de cette méthodologie.  
Le tableau suivant résume l’implication de Co-029/tspan8 dans le contrôle de la motilité liée à 
différentes molécules membranaires ou de signalisation (celles sur lesquelles on peut montrer 
directement un effet de Co-029/tspan8 sont soulignées).  
 
Lignées 
Le signal 
Isreco1 Is1-Co029 
Stimulation 
α1β1 
TLR2/MyD88 
Vav2, Rac1 
α2β1 
TLR2/MyD88 
Vav2, Rac1 
Inhibition ? 
EGFR, CD44 
E-cadhérine/p120ctn 
RhoA 
 
Une explication pourrait être proposée sur la base de l'organisation hiérarchique du « tetraspanin 
web ». La présence de Co-029/tspan8 pourrait connecter  préférentiellement les voies de signalisation 
des récepteurs d'adhérence et de l’EGFR avec celles des inducteurs de la migration des cellules telles 
que TLR2 et intégrines, éventuellement par l’intermédiaire de CD44. Si dans cet exemple Co-
029/tspan8 sert d'intégrateur de signaux de régulation de la migration cellulaire, cela peut expliquer 
pourquoi et comment les différents types de cellules peuvent répondre différemment à des stimuli 
similaires puisque Co-029/tspan8 a une expression tissulaire restreinte et que son expression peut 
varier entre des tumeurs de même origine tissulaire. En outre, étant donné que les effets biologiques 
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liés à la modulation des molécules d'adhérence ou d’EGFR peuvent être inversés par des anticorps 
anti-Co-029/tspan8, cela indique les mécanismes possibles de l'efficacité in vivo de ces anticorps dans 
des modèles expérimentaux (Ailane, Greco et al. 2014). 
En effet dans l’étude que nous avons conduite sur le traitement in vivo de souris nude porteuses 
de tumeurs exprimant Co-029/tspan8 à des niveaux variables, nous avons pu mettre en évidence une 
inhibition nette de la croissance (de l’ordre de 70%) des tumeurs exprimant fortement Co-029/tspan8 
implantées en sous-cutané par traitement par l’anticorps Ts29.2. Les tumeurs n’exprimant pas ou 
faiblement Co-029/tspan8 n’étaient pas sensibles au traitement. La question posée est celle du 
mécanisme de cette inhibition. En effet, Ts29.2 est une IgG2b qui peut induire un effet ADCC 
(Antibody Dependent Cell Cytoxicity) médié par les macrophages et les cellules NK dans la souris 
nude. Toutefois si l’IgG2b induit une ADCC plus importante que l’IgG1, elle est beaucoup moins 
importante que celle de l’IgG2a. Il est possible que l’inhibition de croissance tumorale soit liée à 
l’ADCC, d’autant plus que nous avons injecté de fortes doses d’anticorps (1mg IP 2x/semaine pendant 
4 semaines). Nous avons néanmoins recherché d’autres mécanismes possibles. In vitro, l’anticorps 
Ts29.2 n’inhibe pas la prolifération cellulaire et n’induit pas d’apoptose. In vivo, nous n’avons pas 
trouvé de différence entre les tumeurs qui répondaient au traitement par l’anticorps (exprimant donc 
Co-029/tspan8) et les tumeurs non traitées en examinant l’infiltration inflammatoire, la vascularisation 
par marquage par un anticorps CD34 et l’apoptose en utilisant un anticorps anti-caspase 3 activée. Par 
contre le comptage des mitoses nous a permis de constater une inhibition nette de la prolifération des 
cellules contrairement à ce qui a été observé in vitro.  
Cette observation montre que l’inhibition de la prolifération par l’anticorps Ts29.2 ne peut être 
observée qu’in vivo, ce qui suggère une interaction avec le microenvironnement tumoral dans lequel 
l’effet de facteurs de croissance pro-tumoraux pourrait être partiellement neutralisé par l’anticorps 
Ts29.2. Cette interprétation irait dans le sens de la capacité d’un anticorps anti Co-029/tspan8 à contrer 
l’effet sur la motilité cellulaire induit soit par la modulation d’expression ou l’inhibition fonctionnelle 
d’EGFR ou par celle du complexe E-cadhérine/p120 caténine. 
D’autre part, cette étude montre l’intérêt potentiel du ciblage de Co-029/tspan8 dans le traitement 
des tumeurs digestives avec des anticorps non couplés (humanisés pour une application chez 
l’homme). Toutefois, l’expression restreinte de la molécule incite à utiliser des anticorps couplés à une 
molécule toxique ou radioactive dont l’efficacité peut être beaucoup plus importante. 
Co-029/tspan8 et Axe endothéline 
Une autre découverte intéressante de ce travail est l’association pour le moment spécifique 
d’ECE1 avec Co-029/tspan8. Non seulement cette association est trouvée en spectrométrie de masse et 
confirmée par western blot, mais elle a également une signification fonctionnelle puisqu’en présence 
de Co-029/tspan8 l’activité de conversion de la big-ET1 est augmentée. 
Les résultats présentés dans cette thèse démontrent que l’association Co-029/tspan8 avec ECE1 
s’accompagne d’un effet fonctionnel sur l’activité de l’enzyme sans que nous soyons pour l’instant en 
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mesure d’en déterminer le mécanisme. Même si la quantité totale d’ECE1 dans les cellules Isreco1 et 
Is1-Co029 est similaire, on ne peut pas être sûr que la quantité exprimée sur la surface soit la même 
dans les 2 lignées. En effet comme l’apport de big-ET1 est exogène, il est vraisemblable que la 
conversion s’effectue à la surface et que, si Co-029/tspan8 module le trafic moléculaire, la baisse 
d’activité pourrait être due à une baisse du niveau d’expression sur la surface cellulaire. Nous ne 
disposons pas actuellement d’anticorps anti-ECE1 utilisables en cytométrie pour quantifier cette 
molécule à la surface cellulaire. L’autre hypothèse serait celle d’une augmentation de l’activité 
enzymatique par un changement conformationnel induit par l’interaction avec Co-029/tspan8 qui 
pourrait par exemple modifier l’affinité pour le substrat comme cela a déjà été observé avec d’autres 
tétraspanines (CD9 et récepteur de la toxine diphtérique (Iwamoto, Higashiyama et al. 1994) ou 
CD151 et α6β1, le récepteur de la laminine (Lammerding, Kazarov et al. 2003)). Dans ces exemples, 
les molécules partenaires ne sont toutefois pas des enzymes mais des récepteurs membranaires. 
En utilisant des explants de tissu digestif maintenus en culture sur des durées très courtes et en 
ajoutant de la big-ET1 exogène, nous avons utilisé une technique très artificielle pour mettre en 
évidence l’effet de Co-029/tspan8 sur la conversion de la big-ET1 chez la souris. Toutefois l’effet 
observé est significatif et il sera intéressant de montrer dans quelles conditions physiologiques ou 
pathologiques in vivo, on pourrait déterminer l’impact de l’inactivation de Co-029/tspan8. Rappelons 
qu’il existe de nombreux exemples d’invalidations géniques ou de maladies génétiques dans lesquelles 
seule l’exposition à une situation anormale va révéler le déficit. Si l’on considère seulement l’exemple 
des tétraspanines, l’invalidation de CD81 chez la souris ne produit qu’un déficit immunitaire modeste 
et une réduction discrète de la fertilité. Par contre ces souris sont résistantes à l’infection par 
Plasmodium Yoelii, l’un des parasites responsable du paludisme chez la souris (Silvie, Rubinstein et al. 
2003). Le CD81 à la surface de l’hépatocyte murin est en effet nécessaire à l’infection de cette cellule, 
1ère étape du cycle parasitaire chez l’animal comme chez l’homme, ce qui en fait une propriété majeure 
de cette molécule. Ou encore, les souches de souris génétiquement résistantes à l’une insuffisance 
rénale induite par l’invalidation de CD151, vont développer cette pathologie si on provoque une 
hypertension artérielle, ce qui n’est pas observée dans les souris de génotype sauvage issues des 
mêmes portées (Sachs, Claessen et al. 2012). 
Les effets biologiques des endothélines sont multiples et on peut envisager différents modèles 
dans lesquels on pourrait tester une éventuelle altération de la réponse de la souris à une stimulation 
pathologique. Les résultats de nos expériences semblent indiquer que le niveau basal de la production 
d’ET-1 n’est pas affecté par l’absence de Co-029/tspan8. Par ailleurs, nous avons indiqué que Co-
029/tspan8 a une expression relativement restreinte. Il faut donc envisager de cibler les expériences 
vers les tissus exprimant Co-029/tspan8, tout au moins pour la production d’ET-1, et se placer dans des 
situations où il y a nécessité de produire de manière abondante l’ET-1. Un exemple sur lequel travaille 
notre laboratoire pour un autre sujet concernant l’endothéline est la douleur digestive aigüe ou 
subaigüe telle que l’on peut l’observer dans des phénomènes occlusifs intestinaux. Les modèles 
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animaux testant les mécanismes de ces douleurs pourraient être mis à profit pour rechercher un effet 
de l’invalidation de Co-029/tspan8. En effet la dilatation intestinale en amont de l’occlusion pourrait, 
par stimulation mécanique des cellules épithéliales intestinales, induire une sécrétion d’endothéline qui 
pourrait contribuer à l’augmentation du péristaltisme par stimulation des cellules musculaires lisses de 
la paroi et à la douleur par excitation des récepteurs à l’ET-1 sur les terminaisons nerveuses. A ce 
propos, la distribution des éléments de l’axe endothéline dans l’intestin est intéressante car les cellules 
épithéliales apparaissent équipées pour la production d’endothéline (synthèse de précurseurs d’ET-1 et 
expression d’ECE1) mais la cible semble être plutôt le microenvironnement dont certaines cellules 
sont riches en récepteurs, que ça soit dans le tissu normal comme dans les tumeurs (Egidy, Juillerat-
Jeanneret et al. 2000). Cette hypothèse est renforcée par la durée de vie très courte de l’endothéline 
plasmatique suggérant un mécanisme paracrine d’action de l’ET-1. 
 
L’ensemble de ces travaux incite à approfondir les recherches sur les propriétés 
fonctionnelles de la tétraspanine Co-029/tspan8 qui pourrait, à travers les connections du web, 
jouer un rôle important dans l’homéostasie des cellules digestives. Le maintien de l’intégrité 
épithéliale pourrait passer par le contrôle de la motilité en réponse à des stimulations comme 
celle de l’EGFR ou liées à l’altération de la barrière intestinale secondaire à la destruction des 
jonctions adhérentes (E-cadhérine). Co-029/tspan8 pourrait également moduler les réponses du 
microenvironnement digestif en agissant via l’axe endothéline. L’intervention sur la fonction de 
Co-029/tspan8 pourrait passer par l’utilisation d’anticorps humanisés puisque nous avons 
montré que les anticorps anti Co-029/tspan8 pouvaient corriger des effets fonctionnels induits 
par la modulation de l’expression de l’E-cadhérine ou de l’EGFR. 
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Résumé : Les tétraspanines sont des 
glycoprotéines membranaires formant des 
complexes avec d’autres protéines membranaires 
réalisant ainsi une compartimentation appelée 
«Tetraspanin Web». De nombreuses études ont 
établi un lien entre le niveau d'expression de 
certaines tétraspanines et la formation de 
métastases. L’objectif était de faire avancer la 
compréhension du mécanisme par lequel la 
tétraspanine Co-029 peut moduler l’effet d’autres 
molécules de surface sur la migration cellulaire, 
essentielle au processus métastatique.  
Nous avons utilisé comme outils cellulaires, des 
lignées exprimant peu ou pas Co-029/Tspan8 et 
les mêmes lignées cellulaires transduites 
exprimant fortement cette tétraspanine. 
Nous avons identifié par analyse protéomique 
 
plusieurs partenaires protéiques fonctionnellement 
liés à la migration des cellules comme EGFR ou 
CD44.  
Nous avons aussi identifié ECE1, l’enzyme de 
conversion de l’endothéline, comme partenaire 
spécifique de Co-029/tspan8. Nous avons montré 
sur les lignées en culture et sur du tissu digestif 
issu de souris invalidées pour le gène Co-
029/tspan8 que cette protéine régulait la 
conversion du précurseur de l’endothéline 1. 
Par ailleurs, l’expression de Co-029/tspan8 est 
restreinte à quelques épithéliums principalement 
digestifs ce qui peut en faire une cible adaptée 
pour une immunothérapie par anticorps 
monoclonaux. Nous avons procédé à des 
implantations de tumeurs humaines dans la souris 
Nude et traité ces souris efficacement avec des 
anticorps monoclonaux. 
 
 
Title : Role of Tetraspanin Co-029/TSPAN8 in the metastatic process in colon carcinoma. 
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Abstract : Tetraspanins are a family of 
glycoproteins that have the property to associate 
directly with other membrane proteins to form 
protein complexes realizing a membrane 
compartmentalization, called "Tetraspanin Web ". 
Numerous clinical and experimental studies have 
established a correlation between the expression 
level of certain tetraspanins and metastasis 
formation. The objective was to advance the 
understanding of the mechanisms by which the 
tetraspanin Co-029/Tspan8 can modulate the 
action of other surface molecules on cell 
migration, required for metastasis.  
We used as cellular tools, lines expressing little or 
no Co-029/Tspan8 and the same transduced cell 
lines strongly expressing this tetraspanin. We 
identified by proteomic analysis protein  
 
partners functionally linked to cell migration as 
EGFR or CD44.  
The analysis of tetraspanin complexes by mass 
spectrometry allowed us to find also a new 
specific partner of Co-029/Tspan8, the type 1 
endothelin-1 converting enzyme (ECE1). We 
have demonstrated on cultured cell lines and on 
digestive tissues explants from Co-029/Tspan8 
knocked-out mice that this protein regulates the 
conversion of the endothelin 1 precursor.  
Furthermore, the expression of Co-029/Tspan8 is 
restricted to some epithelia, particularly in the 
digestive tract, which may make it a suitable 
target for immunotherapy with monoclonal 
antibodies. We performed human tumor 
implantations in nude mice and treated effectively 
these mice with monoclonal antibodies. 
 
 
